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l. Introducao

No ambito da unidade curricular de estagio curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas realizei o estagio em farmacia hospitalar nos Servigos Farmacéuticos do Centro
Hospital e Universitario de Coimbra (CHUC). Este estagio teve a duragao de dois meses,
decorrendo no periodo de 3 de maio de 202| a 29 de junho de 2021, e foi feito sob a
orientagao da Doutora Marilia Joao Rocha.

O CHUC resulta da fusao de varias instituigoes entre elas o Hospital da Universidade de
Coimbra, o Hospital Geral, a Maternidade Dr. Daniel de Matos, a Maternidade Dr. Bissaya
Barreto, o Hospital Sobral Cid e o Hospital Pediatrico. O CHUC é um hospital de referéncia
nacional que dé4 cobertura aos cuidados de saude da regido centro.!

Os servicos farmacéuticos estio divididos em varios setores entre eles a distribuicao, a
farmacotecnia, a gestao e o aprovisionamento, a informagao de medicamentos e dispositivos
médicos, os ensaios clinicos e a auditoria interna. No meu estagio passei pelos setores de
distribuicao, ensaios clinicos, aprovisionamento e farmacotecnia (unidade de misturas
intravenosas (UMIV), preparagao de medicamentos nao estéreis, radiofarmacia e unidade de
preparagio de citostaticos).

Este relatorio consiste na elaboragao de uma analise SWOT relativamente ao estagio

realizado no CHUC.

2. Analise SWOT

SWOT corresponde ao acréonimo de Strenghts (Forgas), Weaknesses (Fraquezas),
Opportunities (Oportunidades) e Threats (Ameacas). E uma ferramenta usada por vérias
empresas com o objetivo de avaliarem os fatores internos e externos de uma organizacao de
forma a desenvolverem estratégias para otimizarem o seu desempenho. Os fatores internos
(Forcas e Fraquezas) dependem apenas da organizagio enquanto os fatores externos
(Oportunidades e Ameacas) sio independentes da organizacio. !

Neste relatorio irei realizar uma analise SWOT relativamente ao estagio realizado no
CHUC mencionando os pontos fortes, os pontos fracos, as oportunidades e as ameagas que

encontrei durante a realizacao deste.



2.1.Pontos Fortes

2.1.1. Plano de estagio

O estagio foi realizado em varios setores dos servigos farmacéuticos. Foi me possivel
passar duas semanas na distribuicao e na unidade de preparagao de citostaticos, e uma semana
nos ensaios clinicos, armazém, radiofarmacia, UMIV e preparacao de medicamentos nao
estéreis.

Este planeamento permitiu-me que passasse pelos diferentes setores dos servigos
farmacéuticos dando-me uma visao geral do que cada um faz e como é que eles se relacionam

entre si.

2.1.2. Radiofarmacia

Como referido anteriormente, foi me dada a possibilidade de durante o meu estagio
passar pela radiofarmacia. A radiofarmacia é uma area da farmacotecnia que se dedica a
preparagao e controlo de qualidade de radiofirmacos. Os radiofirmacos sao compostos que
apresentam um isétopo radioativo associado a um farmaco. Sao usados como meio de
diagnéstico, mas também para o tratamento de patologias.

Considero a minha passagem pela radiofarmacia um ponto forte do meu estagio porque
permitiu-me conhecer melhor uma area que nao é muito falada durante o curso de ciéncias
farmacéuticas e o estagio permitiu aprender como sao preparados os radiofarmacos, quais sao
os ensaios de controlo de qualidade que devem ser feitos e qual é a aplicabilidade que estes
tém quer a nivel do diagnostico quer a nivel do tratamento. Também foi possivel perceber
que os radiofairmacos estao a comegar a ter uma maior aplicabilidade a nivel do tratamento

de doengas, mostrando-se ser uma boa alternativa quando outros farmacos nao sao eficazes.

2.1.3. Aplicabilidade de conhecimentos adquiridos e aquisicio de novos conhecimentos

Durante este estagio, pude aplicar os conhecimentos que foi adquirindo durante os cinco
anos de curso. Conhecimentos nao so relacionados com a parte estruturar dos servigos
farmacéuticos, adquiridos na unidade curricular de farmacia hospitalar, mas também
relacionados com a farmacologia, farmacia clinica e farmacoterapia.

Para além disso, foi possivel adquirir novos conhecimentos de medicamentos que nao sao
vendidos na farmacia de oficina, como os citostaticos, como também acerca da parte mais
regulamentar do medicamento a nivel da forma de aquisicio dos medicamentos, do seu

armazenamento e do controlo dos seus prazos de validade.



2.2.Pontos Fracos

2.2.1. Visitas médicas

O farmacéutico hospitalar faz parte de uma equipa multidisciplinar formada por médicos,
enfermeiros e outros profissionais com o objetivo de proporcionar o tratamento mais
adequado ao doente. Por isso, muitas vezes, o farmacéutico faz visitas médicas aos doentes
internados de modo a ter conhecimento do estado do doente e em conjunto com os outros
profissionais de saude discutirem qual sera o tratamento mais indicado para cada doente.

Estas visitas médicas sao feitas principalmente por farmacéuticos que se encontraram no
setor da distribuigao. O estagio na distribuicao ocorreu no hospital geral, hospital este que foi
direcionado para o internamento de doentes COVIDI9. Devido a presenca de casos
COVID19 no hospital e por uma questao de seguranga nao me foi possivel assistir a estas
visitas médicas. Considero um ponto fraco porque estas visitas sao um ponto de intervengao
farmacéutica muito importante e que demonstra o papel que o farmacéutico tem a nivel

hospitalar.

2.2.2. Tempo de estagio

Apesar de o estagio permitir a passagem por cada sector dos servigcos farmacéuticos,
considero que dois meses de estagio é pouco. Este curto tempo torna o estagio mais
observacional porque nao temos tempo para conseguir aprender a realizar determinadas
tarefas como também algumas dessas tarefas apresentam uma grande responsabilidade e por
isso s6 devem ser realizados por profissionais dotados.

No entanto, apesar de ser s6 observacional ajudou a ter uma nogao de quais as tarefas

de um farmacéutico nos diferentes setores farmacéuticos.

2.3.Oportunidades

2.3.1. Estagiar num hospital de referéncia nacional

Considero que estagiar num hospital de referéncia como o CHUC foi uma grande
oportunidade concebida pela faculdade de farmacia e pelo CHUC.

Este contacto dei-me uma visio daquilo que é a realidade hospital na perspetiva
farmacéutica e o papel que o farmacéutico tem nao so relativamente ao medicamento, mas
também ao doente.

Hospitais de referéncia recebem mais doentes com diferentes especialidades o que é uma

vantagem porque permitiu-me conhecer novas patologias e os seus tratamentos.



2.3.2. Sistema Informatico

O sistema informatico utilizado pelo CHUC ¢ o Sistema de Gestao Integrada no Circuito
do Medicamento (SGICM). Este sistema ¢ utilizado por todos os profissionais de salde e
contém toda a informacio clinica do doente. E a partir deste sistema que sio validadas as
prescrigoes, que sao rececionados e debitados os medicamentos e que sao validadas as
preparagoes da farmacotecnia. Este sistema também emite alertas por prescricao quanto a
interagoes medicamentosas graves e ao numero de dias a que um antibiotico esta prescrito.

Durante todo o estagio tive a oportunidade de explorar o sistema, principalmente durante
o estagio na distribuicdo, permitindo-me observar as diversas funcionalidades que este

apresenta.

2.4. Ameacgas

2.4.1. Desvalorizacao do papel farmacéutico

Durante o estagio no ambulatério do edificio do Sao Jerénimo, verifiquei que ainda ha
pessoas que nao reconhecem o papel do farmacéutico a nivel hospitalar e a importancia da
consulta farmacéutica, principalmente a primeira, em que é lhe explicado a posologia do
medicamento, as suas interagcoes com outros medicamentos ou alimentos e os seus efeitos
adversos e como diminui-los.

Isto desvaloriza um pouco o trabalho que o farmacéutico desempenha a nivel hospital. E
importante consciencializar as pessoas que o farmacéutico € um profissional de salde e que
como o médico e o enfermeiro desempenha uma fungao importante no tratamento dos

doentes.

3. Conclusdo

O curso de ciéncias farmacéuticas nao se baseia apenas em farmacia comunitaria. Existem
outras saidas profissionais possiveis sendo uma delas a farmacia hospitalar.

A escolha da realizagao deste estagio prende-se pela curiosidade que sempre existiu sobre
esta carreira profissional.

Este estagio permitiu-me conhecer a realidade do dia a dia dos servigos farmacéuticos, os
diferentes setores que fazem parte dos servigos farmacéuticos e as suas atividades, o circuito
que o medicamento faz dentro do hospital e permitiu-me por em pratica aquilo que foi
adquirido ao longo de cinco anos como também a aprendizagem de novos ensinamentos que

me serao uteis no futuro.



Considero este estagio uma experiéncia desafiante e enriquecedora que me ajudou a

crescer a nivel pessoal como a nivel profissional.
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l. Introducao

De modo a concluir o Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, realizei no tltimo
semestre do curso, um estagio curricular na Farmacia Figueiredo.

Este estagio teve a duragao de 480 horas, tendo inicio a | | de janeiro de 2021 e fim a 30
de abril de 2021. Foi realizado sob a orientagao da Dra. Capitolina Figueiredo Pinho.

Este relatério tem como objetivo a realizagao de uma andlise SWOT sobre esse estagio

curricular.

2. Farmacia Figueiredo

A Farmacia Figueiredo localiza-se no n.° 107 da Rua Sofia em plena Baixa de Coimbra. Foi
inaugurada em 1928, contando com 93 anos de histéria, de dedicagao e exceléncia nos servigos
prestados a comunidade.

E constituida por cinco profissionais entre eles a Diretora Técnica, quatro farmacéuticas
e uma técnica de farmacia. E uma equipa jovem, dedicada, dindmica, que de dia para dia procura
melhorar os seus servicos.

O horario de funcionamento da Farmacia Figueiredo é de segunda a sexta-feira das 8:30h
as |9h e sabado das 9h as |3h.

A Farmacia Figueiredo é constituida por cinco pisos cada um com uma fungao distinta.

O Piso -1l corresponde ao backoffice onde se realizam as atividades de recegao e de
armazenamento de medicamentos. Neste piso ¢é feita a gestao do stock dos medicamentos
como a sua devolugao. A reconstituicao de preparagoes extemporaneas € também realizada
neste piso.

O Piso 0 corresponde a zona de atendimento ao publico. Neste piso estao expostas varias
gamas de dermocosméticos que estao ao dispor do utente. Atras do balcao estio expostos
medicamentos nao sujeitos a receita médica (MSNRM), medicamentos homeopaticos e
fitoterapéuticos, produtos ortopédicos, de higiene oral, de uso veterinario e de aromaterapia.
Estao também armazenados em gavetas, medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM) que
apresentam maior rotatividade. Para além disso, neste piso também se realiza a medigao da
pressao arterial aos utentes.

No piso | realizam-se medi¢oes de glicémia, colesterol total e colesterol High Density
Lipoproteins (HDL) que sao importantes para a monitorizagao de patologias como a diabetes
tipo Il e dislipidemia. Neste piso encontram-se os excedentes dos produtos que estao

expostos no piso 0 como também produtos cosméticos que nao estao expostos na zona de



atendimento por uma questao de marketing. Também é neste piso que se realizam as consultas
de podologia.

No piso 2 encontram-se dois gabinetes. Num dos gabinetes ocorrem as consultas de
nutricao e o outro foi adaptado para a realizagao de testes rapidos antigénio COVID19.

No piso 3 encontra-se o gabinete da diregao técnica, o servidor e um laboratorio que é

utilizado para a preparagao individualizada de medicagao (PIM).

3. Analise SWOT

A andlise SWOT ¢é uma ferramenta usada para avaliar o desempenho de uma organizagao.
E formado por fatores internos que correspondem a pontos fortes e pontos fracos e externos
que correspondem a oportunidades e ameagas. Neste relatorio irei usar esta ferramenta de
modo a avaliar quais foram os pontos fortes, os pontos fracos, as oportunidades e as ameagas

que encontrei durante a realizagdo deste estagio curricular.l

3.1.Pontos Fortes

3.1.1. Equipa Técnica

Um dos fatores importantes para que uma farmacia tenha sucesso € a equipa de trabalho.

A equipa da Farmacia Figueiredo é um bom exemplo de uma boa equipa de trabalho. Entre
eles existe um espirito de uniao e de entreajuda fazendo com que haja um bem-estar entre os
membros da equipa. Em relagao aos seus utentes, sao uma equipa atenciosa que procura
sempre satisfazer as suas necessidades, mas também procura dar o melhor aconselhamento
possivel permitindo que o utente possa usar o medicamento de forma correta e ter éxito no
seu tratamento. Isto possibilita criar com os seus utentes uma relagao de confianga,
justificando assim o elevado niimero de utentes fidelizados que apresenta.

Esta equipa também foi importante para a realizagao do meu estagio. Sempre se mostrou
disponivel para me ajudar nos momentos de maior dificuldade e transmitiram-me o seu

conhecimento e experiéncia que foi importante para a minha aprendizagem.

3.1.2. Sistema Informatico

O sistema informatico utilizado na Farmacia Figueiredo é o Sifarma 2000® e o novo
Sifarma®. Estes sistemas apresentam varias funcionalidades sendo muito Uteis no backoffice e

no atendimento.



A nivel do backoffice, o Sifarma 2000°, permite a criacio, a gestio e rececio de
encomendas e de devolucées. E util também na gestdo dos stocks dos produtos na farmacia e
no controlo de prazos de validade.

Em relacio ao atendimento, quer o novo Sifarma® quer o mais antigo, sio uma ferramenta
importante permitindo que este seja feito de uma forma segura e eficaz. Ambos permitem a
criacao de uma ficha de utente onde sao inseridos todos os seus dados. Através dessa ficha é
possivel registar o historico da medicagao, fazer registos de parametros bioquimicos e pressao
arterial, como também colocar informagao acerca do doente como por exemplo o tipo de
comparticipagao que ele beneficia. Além disso também fornece informagoes sobre o
medicamento que esta a ser cedido, quer a nivel da sua localizagao na farmacia, ou seja, onde
se encontra armazenado, o stock existente, o historico de compras e vendas e quais sao as
marcas e laboratérios que existem desse medicamento, quer a nivel de informagao técnico-
cientifica do medicamento, isto é, a indicagao terapéutica, a posologia, a composigao, o prego,
as reagoes adversas, contraindicagoes, precaucoes e interagoes com outros medicamentos
ou alimentos. Isto é um bom apoio para o farmacéutico conseguir melhorar o seu
aconselhamento farmacéutico.

Contactei com os dois Sifarma® durante todo o meu estégio. Este contacto foi importante
para me ambientalizar com estes sistemas, porque como a maioria das farmacias usam o
Sifarma 2000® e muitas delas comegam também a usar o novo Sifarma®, é importante
profissionalmente saber trabalhar com eles. Para além disso, também foi essencial nos meus
primeiros atendimentos, permitindo a cedéncia do medicamento de forma seguranga e fazer

um bom aconselhamento.

3.1.3. Metodologia Kaizen

Kaizen deriva do japonés e resulta da fusao de duas palavras, Kai que significa mudar, e
Zen que significa melhor. Consiste num método de gestao em que o principal objetivo é haver
uma melhoria continua de modo a aumentar a rentabilidade da empresa e diminuir os
desperdicios a nivel de recursos e de tempo. Para que esta metodologia resulte é necessario
que todos as pessoas da empresa contribuem.”

A Farmacia Figueiredo é uma das seguidoras desta metodologia, através da realizagao de
reunioes Kaizen diarias, em que se definem objetivos, se analisam em que estado se encontra
a realizagdo desses objetivos, se discute formas de melhoramento e se transmitem
informagoes que influenciam o bom funcionamento da farmacia. Esta metodologia permite

aumentar a produtividade e rentabilidade da farmacia, gerir melhor os seus recursos e o tempo



e melhora a capacidade de resposta aos utentes correspondendo as suas expectativas e
necessidades.

Ao longo do estagio, assisti diariamente as reunioes Kaizen como também fui incentivada
a esta ideia de melhoria continua, de que é importante que todos dias tentemos fazer algo que
melhore o funcionamento da farmacia. Esta metodologia sera muito util no meu futuro nao sé

a nivel profissional, mas também a nivel pessoal.

3.1.4. Homeopatia, Fitoterapia e Aromaterapia

Para além da medicagao convencional, a Farmacia Figueiredo apresenta também uma
grande variedade de produtos homeopaticos, fitoterapéuticos e de aromaterapia.

A homeopatia consiste no uso de medicamentos que apresentam uma quantidade minima
de substincia ativa devido as varias diluicdes que sio realizadas.”? A fitoterapia utiliza
medicamentos constituidos por substancias ativas derivadas de plantas ou de preparagoes a
base de plantas.”! Na aromaterapia usam-se 6leos essenciais para a prevengao e tratamento
de certos problemas de saude.

Estas terapias sao cada vez mais procuradas pelas pessoas e por isso € importante saber
aconselhar bem o uso destes produtos. O contacto que tive com estes produtos durante o
estagio foi importante para por em pratica alguns conhecimentos de fitoterapia e aromaterapia
adquiridos durante os cinco anos de curso como também adquirir novos conhecimentos

acerca da homeopatia.

3.1.5. Programa de Troca de Seringas

A Farmacia Figueiredo é uma das farmacias que aderiu ao programa de Troca de Seringas.

Este programa foi iniciado em 1993 pela Diregao-Geral da Saude (DGS) e pelo Programa
Nacional para a Infegao VIH/SIDA com o objetivo de prevenir a transmissao de infegoes pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), pelo Virus da Hepatite B (VHB) e pelo Virus da
Hepatite C (VHC) por via sexual, endovenosa ou parentérica entre pessoas que utilizam
drogas injetaveis.”!

Este programa pretende evitar que as seringas sejam reutilizadas ou abandonadas. Estas
devem ser entregas numa farmacia depois de utilizadas para serem posteriormente destruidas.
Ao entregar duas seringas na farmacia sera entregue ao utente um novo Kkit.

A Farmacia Figueiredo esta situada numa zona em que se encontram muitos

toxicodependentes havendo a necessidade de implementar este servigo na farmacia.



Este programa permitiu-me mudar a minha visao em relagao a esta realidade e mostrou-
me que, nos farmacéuticos, desempenhamos um papel importante como agentes de salde
publica.
3.2.Pontos Fracos

3.2.1. Nomes comerciais

Os medicamentos sao identificados pela sua denominagdo comum internacional (DCI),
mas, muitas vezes, as pessoas conhecem o medicamento pelo nome comercial.

Uma das dificuldades que senti durante os atendimentos foi relacionar a nome comercial
com o DCI devido a falta de pratica e de nao conhecer todas os nomes comerciais que um
medicamento tem.

Além disso, devido as mascaras, aos acrilicos, ao ruido exterior e a ma pronuncia do nome
era dificil identificar qual o medicamento que o utente estava a pedir.

Contudo, com a ajuda da equipa técnica e o auxilio do sistema Sifarma® foi-me possivel

ultrapassar esta dificuldade.

3.2.2. Receitas manuais

A maioria das receitas médicas ja sao eletronicas facilitando a cedéncia do medicamento
e evitando a ocorréncia de erros. Mas ainda sao prescritas receitas manuais e durante o meu
estagio foi confrontada com alguns casos. Uma das minhas maiores dificuldades foi perceber
quais era os medicamentos prescritos devido a caligrafia do médico que muitas das vezes era
pouco legivel. Para além disso, senti-me também um pouco insegura na validagao destas
receitas.

No entanto, tive sempre o apoio da equipa técnica a quem recorri sempre para confirmar
que o medicamento que estava a ceder correspondia ao medicamento prescrito e para me

ajudar na validagao das receitas médicas.

3.2.3. Erros de stock

Existem varias situagoes que levam a erros de stock. Estes podem ocorrer nos momentos
de recegao de encomendas, na venda ou quebra de produtos ou quando sao devolvidos as

distribuidoras.
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Estes erros de stock sao prejudiciais, principalmente durante o atendimento. Obriga a que
demoremos mais tempo a atender o utente por estarmos a procura do medicamento em
causa, levando ao descontentamento do utente pelo aumento do tempo de espera.

Estes erros de stock quando sao detetados devem ser logo corrigidos de modo a evitar

estas situagoes.

3.3.Oportunidades

3.3.1. Estudo CEFAR — Utilizacdo de corticosteroides nos degraus mais elevados da GINA

Entre | de novembro de 2020 a 28 de fevereiro de 202|, decorreu um estudo
observacional em varias farmacias comunitarias coordenado pelo Centro de Estudos e
Avaliagao em Saude (CEFAR), sobre a utilizagao de corticosteroides nos degraus mais elevados
da GINA.

Esse estudo tinha como objetivo caracterizar a populagao com 18 ou mais anos, que usa
broncodilatadores de agao longa associados a corticosteroides (ICS/LABA) na terapéutica de
manutengao da asma. Esta caracterizacio é feita através do preenchimento de dois
questionarios; um presencial que é realizado na farmacia (Anexo |) e o outro telefonicamente
realizado pela CEFAR.

Uma das farmacias que aderiu a esse estudo foi a Farmacia Figueiredo, dando-me a
oportunidade de assistir ao recrutamento de duas utentes utilizadoras de ICS/LABA.

Considero este estudo importante, porque ajuda os farmacéuticos a identificar mais
facilmente os doentes com asma que fazem esta terapia, sendo depois possivel atuar de modo
a ajudar estes doentes a terem a sua doenga controlada e a terem uma qualidade de vida

melhor.

3.3.2. Preparacao Individualizada de Medicaciao (PIM)

A PIM é um servigo, que pode ser feito nas farmacias, em que o farmacéutico organiza os
medicamentos solidos orais em dispositivos de multiplos compartimentos de acordo com a
posologia prescrita, selando-os e descartando-os apos a sua utilizagio (Anexo 2). Para além
disso também presta informagao ao utente acerca da toma dos medicamentos. Este servico
tem como objetivo auxiliar o utente a fazer uma correta toma dos medicamentos promovendo
a adesdo a terapéutica.™

A Farmacia Figueiredo disponibiliza este servigo aos seus utentes ou aos seus cuidadores

como também realiza a PIM para varias instituigoes.
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Durante o meu estagio foi-me dada a oportunidade de assistir a toda a organizagao e
responsabilidade que este servigo exige, permitindo-me num futuro préximo ter a capacidade
de o exercer.

Foi também util no sentido de me ajudar a ultrapassar a dificuldade de relacionar o nome
comercial do medicamento ao seu principio ativo e de reconhecer alguns medicamentos pelas

suas caracteristicas organoléticas.

3.3.3. Formagoes

Para uma boa pratica farmacéutica é essencial que haja uma formagao continua de modo
a nos mantermos atualizados sobre os varios medicamentos novos que surgem como também
de outros produtos como cosméticos ou fitoterapéuticos. Verifiquei que na Farmacia
Figueiredo existe um incentivo por parte da diregao técnica a que todos os membros da equipa
participem em formagoes para aumentar os seus conhecimentos e prestarem um melhor
servico farmacéutico. Ao longo do estagio, foi-me possivel assistir via remota a varias
formacoes, entre elas:

- Formagao Caudalie - apresentagao dos seus produtos;

- Formagao PHD com o tema EflGvio Telogénico - Queda Temporaria;

- Formacao Tecnifar com o tema Aconselhamento em Cotexto COVID [9;

- Formagao Apoteca Natura/ Aboca - apresentagao dos seus produtos;

- Formacao Globifer com o tema Anemia;

- Formagao Libifeme - apresentagao dos seus produtos;

- Formacao Eucerin com o tema Queratose Actinica e apresentacdo do seu novo
produto.

Estas formagoes permitiram-me conhecer as marcas com quem a Farmacia Figueiredo
colabora e a sua gama de produtos. Os conhecimentos adquiridos nestas formagoes ajudaram-
me nos atendimentos permitindo-me fazer um aconselhamento certo acerca dos produtos
disponiveis na farmacia.

Em virtude destas formagoes, foi-nos sugerido, a nos estagidrias, que realizassemos um
panfleto acerca da suplementagao de ferro (Anexo 3) tendo em conta a formagao da Globifer,
e um esquema de resumo sobre os diferentes produtos da marca Libifeme em que
descrevemos a sua indicagao terapéutica, posologia e efeito terapéuticos (Anexo 4) de forma

a auxiliar a equipa técnica no momento da cedéncia destes produtos.
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3.3.4. Notificacao de Reacoes Adversas a Medicamentos

O INFARMED desempenha um papel importante na monitorizagao da seguranca de todos
os medicamentos com autorizagao de introdugao no mercado (AIM) através da recolha de
notificagoes de reagoes adversas a medicamentos (RAM), de forma a identificar possiveis
riscos associados ao uso do medicamento e implementar medidas que minimizem a ocorréncia
desses riscos.”!

Para que isso ocorra é importante que haja a notificagdo dessas RAM por parte dos
profissionais de saude como também pelos doentes.

O farmacéutico desempenha um papel importante nestas notificagoes.

No estagio, eu e mais uma colega de estagio, com o apoio de uma das farmacéuticas da
equipa técnica, notificamos RAM relacionadas com a vacina AstraZeneca de uma utente
através do preenchimento de inquérito disponivel no portal RAM do INFARMED (Anexo 5).
Isto levou-me a compreender a importancia que estas notificagoes tém e que o farmacéutico

tem o dever de as fazer e educar os utentes para tal.

3.4. Ameacgas

3.4.1. Medicamentos esgotados

Os medicamentos esgotados sao medicamentos que se encontram indisponiveis durante
algum tempo. Existem varias causas que levam a esta situagao entre elas a produgao do
medicamento ser insuficiente em relagao a sua procura, a destruicao de lotes devido a erros
que ocorram durante a produgao do medicamento, a quebras na producao nos laboratérios
e na distribuicao do medicamento e também a exportacao paralela que consiste na venda de
medicamentos para fora de Portugal por parte da industria a pregos superiores aos que foram
regulamentados c4.!

Esta situacdo é problematica em todas as farmacias incluindo a Farmacia Figueiredo.
Durante o meu estagio assisti a algumas situagdes em que nao foi possivel fornecer o
medicamento ao utente por este se encontrar esgotado. Para resolver esta questao, a

Farmacia Figueiredo faz um pedido de esgotados aos seus fornecedores todos os dias.

4. Casos Clinicos

4.1.Caso |

Um jovem dirigiu-se a farmacia procurando aconselhamento sobre uma manchas que lhe

tinham aparecido na pele mais concretamente na zona do queixo, pescogo e peito. Estas
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manchas tinham a forma de circulos quase perfeitos e apresentavam uma pigmentagao mais
clara em relagao ao tom normal da pele.

Tendo em conta estas caracteristicas, supos, tendo em conta a opiniao da farmacéutica
que estava a acompanhar-me, ser uma infe¢ao causada por algum fungo. Por isso cedi-lhe um
antifingico, Lamisil® creme, que tem como substancia ativa a terbinafina. Aconselhei a aplicar

na zona das manchas duas vezes ao dia ap6s a limpeza dessa area, durante | semana.

4.2.Caso 2

Uma senhora dirige-se a farmacia solicitando pantoprazol para aliviar as suas dores de
estdbmago. Numa conversa com a senhora foi possivel perceber que andava a tomar Brufen®
e Tramadol + Paracetamol a ja uma semana, de forma descontinua, devido a dores provocadas
pela sua artrose e tendinites.

Um dos efeitos secundérios do Brufen®e do Tramadol + Paracetamol estio relacionados
com problemas gastricos, o que pode ser a causa das dores de estomago que a senhora
apresenta.

Nesse sentido, para aliviar as dores de estomago recomendei a toma do produto
NeoBioacid®, que é constituido por complexos de polissacarideos e minerais que vao proteger
a mucosa contra possiveis irritagdes como farmacos anti-inflamatérios niao esteroides e
analgésicos através da formagao de uma pelicula protetora, aliviando os sintomas de ardor,
dor, refluxo gastroesofagico e gastrite.

Em relacao as dores derivadas da tendinite e da artrose, devido a suas origens e como a
senhora afirmou que nio sentia efeito com o Brufen® aconselhei o uso de Voltaren® 25 mg
duas vezes ao dia (um comprimido de manha e um comprimido a noite) durante cinco dias.
Caso no intervalo da toma sentir dores muito fortes podera tomar um comprimido Tramadol
+ Paracetamol.

O NeoBioacid® deve ser tomado antes da toma dos anti-inflamatérios e analgésicos e
quando sentir dores mais fortes de estomago.

Este tratamento deve ser feito durante cinco dias. Caso a dor nao alivie aconselhei a

senhora a dirigir-se ao seu médico.

4.3.Caso 3

Uma senhora apresenta-se na farmacia devido ao aparecimento de borbulhas no rosto,

pescogo e peito, qua provocavam um certo prurido.
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Num didlogo com a senhora, pude perceber que a possivel causa destas borbulhas poderia
dever-se a exposicao solar levando a uma dermatite solar.

Para o tratamento desta situagao, recomendei o uso de anti-histaminico para o alivio do
prurido.

Ao observar as borbulhas, deu a sensacao, devido a vermelhidio e ao inchago que
apresentavam, de haver inflamagao nessa zona. Para a diminuigao desse estado de inflamagao
aconselhei o uso de um creme, que mimetiza a agao de um corticoide de baixa poténcia,
devendo ser aplicada a noite 30 a 40 minutos antes de colocar os outros cremes. Antes de
aplicar deve lavar o rosto sem usar produtos e sabdes irritantes e perfumados e secar bem
com uma toalha com leves toques. Aplicar uma camada fina na zona das borbulhas e realizar
este tratamento durante 3 dias no maximo 5 dias. Durante o dia como a pele encontra-se
mais sensivel, aconselhei o uso de um protetor solar 50+ mesmo que nao sai de casa ou que
sai por pouco tempo.

Se esta situagao nao melhorar ou piorar ao fim dos cinco dias deve consultar o seu

meédico.

5. Conclusao

O estagio curricular é o passo final para a conclusio Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticos.

Este estagio € importante para a conclusao do curso porque € uma forma de pormos em
pratico tudo aquilo que nos foi ensinado em cinco anos, mas também nos prepara para o
nosso proximo passo que € entrada no mercado de trabalho.

Neste estagio foi possivel ver a realidade da farmacia comunitaria e o papel que o
farmacéutico tem como promotor da saude. Ajudou-me a consolidar conhecimentos e a
apreender outros novos, ensinou-me a forma de comunicar e relacionar-me com os utentes,
sendo eles o nosso principal foco, dando sempre o melhor aconselhamento possivel para que
realizem a sua terapéutica corretamente e consigam ter uma qualidade de vida melhor.

Foi uma experiéncia enriquecedora e desafiante, que me permitiu evolui de uma forma
gradual a nivel profissional, mas também a nivel pessoal.

Resta apenas agradecer a Farmacia Figueiredo por me ter acolhido bem e por todos os
ensinamentos e experiéncias que me transmitiram e que serao Uteis para o meu futuro como

farmacéutica.
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7. Anexos

7.1. Anexo |: Questionario do estudo CEFAR - Utilizacao de corticosteroides nos degraus

mais elevados da GINA

Utilizagdo de corticosteroides sistémicos nos degraus terapéuticos mais elevados da asma

IMPORTANTE: Antes de comegar a preencher, confirme que o utente tem diagnéstico de asma e utiliza um
inalador com a dosagem de acordo com os critérios de inclus3o, utilizando o fluxograma de screening.

ID do Utente: 7S -1 2 L™ 670" cod.dafFarm. 9§ 3 F 1 patad"F /0 4/ 2 4

[NN—mm aaaa) [dd/mm/aa)

A.'Brago do ési:il_da indicado no fﬂxxogram de scréenln{
i’tTL Inalador ICS/LABAde alta | B 2. Inalador ICS/LABAdemédia |1 3. Inalador ICS/LABA (qualquer
r

dose dose + LTRA ou LAMA dose) + OCS
B. Caracterizagdo sociodemografica do utente
2. Género: [ Masculino ® Feminir;o- : ‘L3 l&adez 7 _E-_Q_Aanos - -
C. Caracterizac3o da terap@utica =
3. Em relagdo ao In:lador ICS/LABA que o utente adquiriu, por favor indique:
31 Medicamento (0C1) |32 nou__ | 33. o -
Phiosore + frionato | 2 x 1o . (SUFgaLL

34. Posologia de manutencdo*': 4 inalagdofinalagbes é vez(es) pordia. [ Nao sabe

3.5. Frequéncia de utilizac3o prescrita
I Todos os dias/continuo/prolongado
[0 Apenas quando precisar (SOS)
[J Nao sabe

4. Paraalém do ICS/LABA, o utente utiliza mais algum medicamento para a asma?
O N3o
H Sim

4.1. Se 'Simy’, por favor indique todos os medicamentos que o utente utiliza atualmente para o tratamento da
asma, além do inalador de ICS/LABA. Nesta pergunta, ndo mencione os corticosteroides orais.

Mm {"""'I Dose cwp Posologia (puffs ou comprimidos por dia)

Dok Russk | comtrinde oz [0S ) g peite |
S“I‘ggémf? '9;_(.15\«—‘4&)1{.5(-3 s,—,‘,lﬂ‘_‘l_l_by&,, co olmoco |
ders 207 S3UCHO sos , .
Thiapo ot 9 TUBT foels + Anoik
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D.“Utilizagao.de Corticasteroides Orais
5. O utente estd a tomar ou tomou, nos Gitimos 12 meses, corticosteroides orais? (pode selecionar mais do que
uma op¢ao)
(R_N3o [passe para o questio 6]
[ Sim, como terapéutica continua/prolongada. ** [Preencher 0 QUADRO ]
[ Sim, como terapéutica por pulsos/cursos/episédios. ** [Preencher o QUADRO 1]
*2 Utilizagdo de OCS, todos os dias, durante 29 dias ou mais.
*3 Utilizagdo de OCS por periodos iguais ou inferiores a 28 dias. .
QUADRO | — Corticosteroides orais continuos/prolongados
| La. Caracterizagio do medicamento:
! Medicamento (DCl) | F.farm.  Dose CNP | Posologia

» ) ] comprimidos/dia
I.b. Ha quanto tempo utiliza? meses OU anos

QUADRO Il - Corticosteroides orais por pubos/wtsos/ep'ségos

_lLa. Por favor indique: _ =
| o &nquantsegfqédosoutentetmuoog@bo@emldesmkmdtimam? 3 ___episédios. |
|+ Emmédia, durante quantos dias por episédio? R f— |
. 0 Asma
| Para que patologia? (seaoidvetsdod«\em) 0 0utrapatologia
I 1Lb. Relativamente ao episédio mais recente em que o utente tomou corticosteroides orais, indique:
[ oAwal I
\ 0 No iltimo més |
e Ha quanto tempo aconteceu? O Entre 1 a 3 meses
. | DEntre4al2 meses e ‘
_ Medicamento (DC) | Ffarm. | Dese | _ Posologia !
‘ . comprimido(s) vez(es) por dia,
‘ - I  durante dia(s). B
D. Relativamente ao inalador ICS/LABA, por favor PERGUNTE AO UTENTE:
6. Ea primeira vez que utiliza este medicamento?
[ Sim [Terminar questiondrio}
& Nao.
6.1. Se ‘Nio":
6.1.1.H4 quanto tempo utiliza? meses ou 3 anos

6.1.2.Que frase descreve melhor a forma como utiliza este inalador?
H Utilizo o inalador todos os dias
[0 Utilizo em alguns dias e noutros ndo
[J Sé utilizo quando tenho sintomas

[0 N8o utilizei nos Gitimos meses
Jo S
- A primeira parte do questiondrio termina aqui. Por favor, relembre o utente que serd
cefar contactado telefonicamente nos proximos dias para completar o questiondrio. Muito obrigado.

2
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7.2. Anexo 2: Preparagao Individualizada da Medicagao

7.3. Anexo 3: Panfleto de Suplementagao de Ferro

H -

Fontes de Ferro Bibliografia
*  Figade *  Marlscos Ity Jfwera trochma b comiset forolas oge)
E e Set. v P \ to i bo
retnis “Suphemustagho nterssene de lerro
® = o Armaa © ke A6be0 wm e es emidochiot
* Nazes . sz

SAUIDE, Diwgdo Gured De - Abcedugees, Dgnintico
w Tratimetsio da EARAGAARNG AL, Nz 1o 30
da DGS. 302035) 337,

Ingestédo Diaria de Ferro
Recomendada (em mg)

Lactentes I Crinngas
(Meses) (&nos)
0-5 7-12 | 1-3 | 4-8

o.zr]u]r|m—
SE——

| ey
9-13 | 14-18 | 19-30 | 31-50 | +50 Rua da Softa 107, 2000330
[ & I 11 & ] [ 2
239 822 837
| oy | -
_ farmacla.figusiredo.cor@gmail.com

§-13 | 14-18  $9:30 | 31-50 |+

[l']B'h]uLl’J

B R L L TN e
Aakls 4 X O pewess de JDU Cags o aaie

[Ty ———"ry

0 ferro & um micronutrientz que desempenha
varias fungdes importantss no nosso orgEnismo.

Sinais e sintomas de

Faz parte dz hemaglobinz e da mioglobina sendo deficiéncia
responsavel pelo transporte de owigénio para # Cansaco e dificuldade
toda 3 parte do corpo como também faz parte da concentraco;

estrutura de alguma enzimas.

Existem duas formas de ferro: o ferro Heme
que s pode encontrar em alimentos de origem
animal e & aguele que & mais absorvido = o ferro L{nhas.:—m formade colher;
n3o Heme que s2 encontra nos vegetsis e Sindromne das pernas inquistas;
leguminosas & ovos, mas & menos absarvido. A »  picafagin (dessjo d= comer coisas
suz absorcdo & aumentada com o acido ascorbico. ndo comestiveis);

Dwores de cabeca;
Falta de ar
Taquicardiz;

anemia ferropénica.

/

Causas de défice

Tratamento

Segundo & Morma 030/2013 da DGS, para &
m, diagnastice d
fzernpénia no adulto, 3 primeira linha de
tratamento & administragio de ferro oral
numa dose inicial de 100-200 mg por dia.

+ Ingestio insuficiente de ferma
[vegetarianos cu malnutricda);

12 sbsorgio devido 3 dosngas
gastrointestingis (doenga celizca ou
insuficiéncia renal cronica);

#  Sangramentos crénicos;

Como tomar os medicamentos
orais de Ferro

E importante que as tomas sejam feitas
«com oestdmago vazio para impedir gue a
sua absorgio sofrz alteracies devido a
interacies comalimentas.

Suplementacao
em Ferro

A

farmacia

Alimentos que diminuem a sua

absorgéo

compostos fendlicos: ché e cafs;

Polifendis: aveia, germe de trigo, lentilha,
espinafres, beringsla;

Owo;

Laitz;

vinha.

vitamina C -* Aumenta a absorco deFerro

Medicamentos que alteram a_

sua absorcao

antirreflexs, inibidores da bomba de
proties);
Antibisticos: tetraciclinas, penicilinas e

iprofloacing, inz e
3 ofloxacinal; -
cloranfenical;
Bifosfonatos;
Lewodopa;

Magnesio
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7.4. Anexo 4: Esquema dos produtos Libifeme

Auments a lubrificag3o Melhora a hidratagio
hideatante, Alivio da irritag3o, vaginal fisioldgica, a da pele & das Usado na
lubrificante e ardor e comich3o; h na zona mucosas; A Cicatrizagio e
3 Reg 30 rapida || o ds oundo; || genital e a sensaciio de lubrificag3o vaginal rejuvenescimento
sensac3o de prazer celular; 2Tensdo pré- prazer; fisiologics; da mtl\: vulvar;
sexual; menstrual (TPM); ém & tonicidad 2 Methora a
. Hidratacdo da J ibilid ad o) &
Promave a satde mucosa vaginal; 3. Acne, pele seca e m". sy ;‘:: co local da
das mucosa folhos, || Equilibrio do pHe Eczemas (pode ser Sy m"‘h’; :" pele;h. de prazer: mucosa.vagmal:
vagina e pele). da flora vaginal. usado em ambos os rediidn a'secura Contribui para & Previne 0
sexos); vaginal, da boca, dos proteglio das células envelhecimento
4 Prevencioe olhos & da pele. cortra o stress celular e a flacidez
Mutheres emi ¢30 de quistos - vulvar.
idade i i ulheres em pré-
fértil & pos parto. Muhéres eam -—-——-—-—-——-—-—mamms g orias: MENOPausa & em
I [ |
vovaginite & o dum £
1¢p de manhs, didia 30 GLA (Acido 1cpde manht, fina de gel na zona
& mesma hora, G veaminae | | durante 6212 meses, vulvar todas as
durante 32 12 (D.aka ) Jiepdi i noites,
meses. Nio pode ser usado em
1M[¢¢?nmm Pt durante 4 a 12 meses.
3 bes OG
com historial de canoo.
Tratamento Libifeme GLA

1. Tomar 2 cdpsulas por dia durante 1 ano;

2.Tomar 2 cdpsulas por dia, 1 semana antes da
menstruacao ou quando comegar a aparecer sintomas.
Repetir no préxima més;
3. 12 caixa: 2 capsulas por dia numa s6 toma ou uma de
manh3 e outra a noite;

22 caixa: 1 capsula por dia durante um ano;
4. Tomar 2 capsulas por dia durante 15 dias, seguido de
1 capsula por dia durante 1 ano. Apés 1 ano de toma
fazer um intervalo de 1 més e repetir a toma;
SituacBes exacerbadas: 12 caixa: 2 capsulas por dia
numa sé toma ou uma de manha e outra a noite;

29 caixa: 1 capsula por dia durante um ano;

Bibliografia: https://www.libifeme.com/index.php/pt/
consultado a 18/03/2021
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7.5. Anexo 5: Notificacao de RAM

famed ) Entidades > » 08/04/2021 i)
» Nodfieario o Reachas Advwsas (RAM) > NotiSear reaclo m

Data de Fim
Portal RAM

08/04/2021 i
wetdficaciin de Imwicos Adtemrta

o Mud e

L]
Via de Administracio
s Intramuscutar (via)
Reacoes Adversas !
]
Se tiver ocormmido mais do que uma reacao, podera adicionar "Outra Dosagem
Reacao’ >= 2.5 %1008 UInf /0.5 mi
_ Forma Farmacéutica N
Reacao Adversa Solugso injetavel
D a0 da RAM (de pi 42 em inglés se for optar por
colocar os termos do dicionanio médico MedDRA)* Medida Tomada
Myalgia of lower extremities; Fever; Arthvalgia multiple Suspensdo
Indi T
Evolugdo da Reagio* e T+
Imunizagao ativa para prevenir 8 COVID-19 causada pelo vin
Critérios de Gravidade
Nao grave Doente
‘Data de inkio Inicias
08/04/2021 i ol
Data de Fim i
Masculino Feminino
10004/2021 i)
' | Data dz Nascmento
g 120031088 )
‘Duracdo da Reacio
2 Dia(s)
Idade & Data da RAM
Causahdade 28 Ano(s)
Provével
Peso (xg)
Tratamento da reagéo adversa 47.00
Paracetamol 1000 mg de 8/8 horas
Altura {om)
156
Medicamentos
Preencha o medcamento que suspelte ter causado a reagao. Se for NOtIﬁCE]dOf
mais do que um, adicione "‘Outro Medicamenta’ Sempre que
passivel, preencha com o Nome Comercial e o maximo de Nome Prépno®
Iinformagao que tiver disponivel Se a doente se encontrava gravida Inés
quando utilizou o medicamento pf consulte e preencha o campe
“Outras informagdes”, oG
Lopes Perewra
Medicamento
Medicamento* Concele’
Vaxzevria previously COVID-19 Vaccine AstraZenecaVacina Colabra
Local de Trabaiho*
Lote
Farmacia
| ABWOOO3
Hospital
] Local de Vienda MNSAM
Tipo de Autorzagio
AIM - Autorizagso de Introdugao no Mercado Omboicle Sa0mALSE
Outro
Posologia
Duas doses separadas de 0,5 mi cada -
FIGUEIREDO (Coimbra)
g 2
Data de inicio

Codigo Postal




3000-390

o
Localidade

Colmbra

Quelificagio*
Farmacéutico

Email*
farmacia figueiredo.cor@gmad.com

N¢ Carteira/Cédula Profissicnal

Outras Informacoes

Medicamenio Concomitante

Dcarrey Erro de Medicagao?

a com outras info tes. 1a1s coma:

+ Viade 5€ n&o

+ Histdria clinica e farmacologica,

+ Alergias conhecidas,

+ Resuitados de exames e andlises relacionados com a reagao
adversa,

+ Informagdo sobwe recorméncia ou ndo de resgdo sdversa com &
reintrodugio do medicamentc;

+ Se suspeita que 8 reaio adversa resultou de interaglo com
outros  medicamentos, produlos @ base de plantas ou
o} para

desportistas, vitaminas, etc.);

+ Se exposigio na gravidez p.f. refira se a reagBo ocorreu no bebé,
na mée ou em ambos, o tempo de gestagdo & data da toma,
outros medicamentos usados durante a gravidez, informacéo de

i datas de e resultado das
mesmas; apés o parto refira também o tempo de gestagdo e
informagbes do bebé, como peso, indice APGAR e eventuais
problemas detetadaos.

Outras informagdes

Nome dol(s) documentols)

Sem resultados

Aviso
Para poder notificar uma reagdo adversa, @ necessario fornecer
alguns dados pessoais para que seja possivel centacta-lo, caso

haja de a
mesma As il o i serdo seguras e

e ndo serao com extemas ao
Sistema Nacional de Farmacovigilancia Os dados pessoais podem
Ser o ltados e pelo propno notifi que se tenha

registade ou podem ser cbjeto de pedido de alteracio se o
notificador n3o se encontrar registado. no caso de estarem
Incorretos ou desatualizados

Confirmo que li e compreendi o texto em cima*

Encontrou algum problema nesta Tem dividas? Caonsulle a nossa lista
pégina? Informe-nos > de Perguntas frequentes >

LINKS MAPADO AJUDA SOBREO  CONTACTOS ONDE ACESSIBILIDADE

rfarmed © 2016 Todos 06 AIRINS reSanvaccs

& infarmed
CEMPESS W92020 —
7
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Parte 1l

“Acio Anti-Inflamatéria do Oxido Nitrico na Doenca

I”

Inflamatoria Intestina




Resumo

O oxido nitrico tem demonstrado fungoes reguladoras e protetoras a nivel do sistema
cardiovascular, gastrointestinal, nervoso e imunoldgico. Devido a estes efeitos, tem sido
sugerida a sua utilizagao na prevengao e no tratamento de algumas patologias.

A via classica e inicialmente descrita de sintese do oxido nitrico ((NO) é designada por
via L-arginina-6xido nitrico. Tem como percursor o aminoacido L-arginina e a conversao
ocorre numa reacgao de oxidagao-redugao em que o oxigénio é reduzido ao mesmo tempo
que a L-arginina é oxidada, havendo a formagao de oxido nitrico. Para esta conversao é
necessaria a presencga de oxigénio e de uma das isoformas da enzima oxido nitrico sintase.

Com a descoberta da via nitrato-nitrito-oxido nitrico, via essa em que o oxido nitrico €
obtido através da redugao de nitrato e nitrito proveniente da dieta, e tendo em conta a agao
anti-inflamatoria e protetora do oxido nitrico na mucosa gastrointestinal, foram realizados
varios estudos com o objetivo de determinar se se poderia usar o nitrato oral na prevengao
e tratamento de algumas doengas inflamatorias gastrointestinais como a doenga inflamatoria
intestinal.

Neste trabalho pretende-se reunir alguns desses estudos e discutir os provaveis beneficios
que o oxido nitrico pode trazer na fisiopatologia da doenga e consequentemente na sua

progressao, com potenciais efeitos na qualidade de vida dos doentes.

Palavras-chave: Oxido nitrico, Doenca Inflamatéria Intestinal, Nitrato, Nitrito.
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Abstract

Nitric oxide is a signalling molecule with various regulatory and protective functions at
cardiovascular, gastrointestinal, nervous and immunological levels. Thus, in the past decades,
the use of nitric oxide in the prevention and treatment of some pathologies has been
hypothesized.

The classical pathway for nitric oxide synthesis in vivo in the oxidation of L-arginine while
oxygen is reduces, there generating nitric oxide. This is known as the classical, L-arginine-nitric
oxide pathway. For this conversion it is necessary the presence of oxygen and one of the
isoforms of the enzyme nitric oxide synthase.

With the discovery of the nitrite-nitrite-nitric oxide pathway, in which nitric oxide is
produced by the reduction of nitrate and nitrite from the diet, and taking into account the
anti-inflammatory and protective action of nitric oxide in the gastrointestinal mucosa, several
studies were conducted to determine whether dietary nitrate could be used in the prevention
and treatment of inflammatory gastrointestinal diseases such as inflammatory bowel disease.

The aim of this work is to review some of these studies and discuss the likely benefits of
nitric oxide in inflammatory bowel disease progression and ensued impact in patient’s quality

of life.

Keywords: Nitric Oxide, Inflammatory Bowel Disease, Nitrate, Nitrite.
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Lista de Abreviaturas

‘NO - oxido nitrico

AINEs — anti-inflamatorios nao esteroides
BH4 — tetra-hidrobiopterina

CaM — calmodulina

DAI — indice da atividade da doenca

DC — Doenga de Crohn

DIl — doenga inflamatoria intestinal

DSS — sulfato de dextrano de sédio
eNOS — NOS endotelial

FAD — dinucledtido de flavina-adenina
FMN — mononucledtido flavina

GC — guanilato ciclase

GMPc — guanosina monofosfato ciclico
ICAM-1 — molécula de adesao intercelular-1I
iNOS — NOS indutiva

MAM — molécula anti-inflamatoéria microbiana
MPO — mieloperoxidase

MUC2 — mucina 2

NF-kB — fator de transcricao nuclear kB
nNOS — NOS neuronal

NOS — 6xido nitrico sintetase

ROS — espécies reativas de oxigénio

TGI — trato gastrointestinal

Thl —T helper |

ThI7 —T helper 17

Th2 — T helper 2

TJ — tight junctions

Treg — T reguladoras

UC — Colite Ulcerosa
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l. Introducao

A doencga inflamatoria intestinal (DIl) é uma doenga cronica, sem cura, que afeta
principalmente o colén.!"! E diagnosticada na maioria dos casos em adolescentes e jovens
adultos entre os |5 e os 30 anos, sendo que pode ser diagnosticada em idades mais
avancadas.™

Segundo dados epidemiolégicos de 2017, a prevaléncia da DIl a nivel mundial era de 84,3
casos por 100 000 habitantes.” Esta prevaléncia incidia mais nos paises da América do Norte,
Europa e Ocednia do que na Asia e Africa.”] No entanto, nos Gltimos dez anos, tem-se
verificado um aumento da incidéncia da DIl nos paises asidticos como a China e India."

Em Portugal existem poucos dados epidemiologicos acerca da DII. A unica informagao
existente refere-se ao periodo entre 2003 e 2007, altura em que foi feita uma abordagem
farmacoepidemiologica acerca do consumo de anti-inflamatorios usados no tratamento de
patologias intestinais em Portugal. A partir desse estudo foi possivel estimar a prevaléncia de
DIl pois estes farmacos sao os mais usados por doentes com esta patologia. Nesse estudo,
verificou-se que a prevaléncia de DIl aumentou de 86 para 146 casos por cada 100 000
habitantes entre 2003 e 2007.1

No futuro prevé-se que a prevaléncia da DIl aumente devido a cronicidade da doenga, ao
aumento da incidéncia e a baixa mortalidade que Ihe esta diretamente associada.” E de notar
que, apesar de apresentar uma baixa mortalidade, a DIl induz uma elevada morbilidade devido
a sua cronicidade, a imprevisibilidade do aparecimento dos surtos, aos seus sintomas
caracteristicos (diarreia com ou sem sangue, dor abdominal) e por nao haver um tratamento
curativo.®! Assim, a DIl afeta em muito a qualidade de vida do doente, nio s6 a nivel fisico,
mas também a nivel mental e social.”

Tendo em conta o caracter inflamatério da doenga, é importante desenvolver novos
tratamentos ou novas formas de preven¢ao com o objetivo de mitigar ou inibir o estado
inflamatoério e melhorar a qualidade de vida destes doentes. Neste sentido, o nitrato oriundo
da dieta, tem-se revelado um possivel candidato na regulagao da inflamagao e na manutengao
da homeostase da barreira epitelial, através da agao do 6xido nitrico (NO) que é formado

pela reducao de nitrato e de nitrito no trato gastrointestinal (TGI).
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2. Doenca inflamatoria intestinal

2.1. Definicao, principais caracteristicas patologicas e semiolégicas

A DIl é uma doenca cronica, progressiva, que se caracteriza por estados de inflamagao
intermitentes em varias por¢des do TGL!"

A doenca vai-se intercalando entre surtos inflamatérios que se manifestam na maioria dos
casos em diarreia com ou sem sangue e muco, dor abdominal, fadiga, perda de peso, tenesmo
e eventualmente febre. Pelo contrario, em estados de remissao ha uma diminuicao ou mesmo
auséncia de sintomas.!"

Para além dos sinais e sintomas intestinais, a DIl também apresenta manifestagoes
extraintestinais a nivel cutaneo, como o eritema nodoso, a nivel misculo-esquelético, como a
artrite e a osteoporose, a nivel ocular, como a uveite e irite e a nivel hepatobiliar, como
calculos biliares.!"*! Em criancas observa-se um atraso no crescimento e na maturacio sexual.”

A DIl abrange essencialmente duas patologias: a Doenca de Crohn (DC) e a Colite
Ulcerosa (CU)."! Elas diferem entre si nas por¢oes do TGl que afetam, na profundidade da
parede intestinal que atingem, nos sintomas, na forma de progressao ao longo do TGI, nas

complicagoes e nas caracteristicas histopatologicas. Estas diferengas podem ser consultadas

|67

nas Figuras | e 2 e na Tabela

g i

A B

Figura |: llustragao da localizagao da Colite Ulcerosa (A) e da Doenga de Crohn (B). Adaptado de [3].

Colén Doenga Colén de Colite
de Crohn Ulcerosa

Fissuras pesna Perda das haustron

Figura 2: llustracao do colon saudavel e numa situagdo de Doenga de Crohn e de Colite Ulcerosa.
Adaptado de [8].
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Tabela I: Diferencas entre Colite Ulcerosa e Doenca de Crohn

Colite Ulcerosa

Doenca de Crohn

Localizacdo

Inicia-se no reto e estende-se de
forma continua pelo célon.

Pode afetar qualquer porgao do TGl sendo
mais frequente a porgao do ileo terminal e

distal para proximal

do célon.
Profundidade Mucosa Transmural
Anemia Febre
Dor abdominal Suores noturnos
Sintomas Perda de peso e de apetite Nauseas e vomitos
Diarreia com sangue e com ou Dor abdominal
sem muco Perda de peso e de apetite
Tenesmo Diarreia croénica sem sangramento
5 Continua e simétrica no sentido )
Progressao Segmentar e irregular

Complicacdes

Ulceras mucosas
Edemas
Sangramento
Perda de eletrdlitos
Abcessos cripticos
Cancro colorretal

Estenoses
Fistulas
Abscessos
Lesoes perianais
Obstrucao intestinal

Caracteristicas

Histopatolodgicas

Infiltrado neutrofilico
Distorcao de criptas
Metaplasia das células de Paneth

Infiltrado linfocitico
Lesbes salteadas
Granulomas epitelioides

Presenca de pseudopolipos Mucosa com aspeto “em pedra de cal¢ada”

3. Etiopatogenia: as hip6teses que sustentam um estado inflamatoério cronico

Atualmente, ainda nao é conhecida a etiologia precisa da DIl, mas existe uma hipdtese
que sugere que este estado de inflamagao resulta de alteragoes na resposta do sistema
imunologico contra a microbiota intestinal. Para esta interagao aberrante contribuem fatores
microbiolégicos (associados a microbiota), genéticos e ambientais.

No intestino existe uma grande diversidade e quantidade de bactérias que formam a
microbiota.””! E formada por mais de 1000 espécies diferentes de bactérias, mas também por
outros organismos em menor numero como virus, fungos e bacteridfagos. Dentro da
microbiota intestinal existem quatro filos principais: Firmicutes, os Bacteroidetes, os
Actinobacteria e os Proteobacteria. Numa situagao normal, sem a presenca de doenga, os filos
Firmicutes e Bacteroidetes encontram-se em maior quantidade em relagao aos filos Actinobacteria
e Proteobacteria."”

A microbiota intestinal desempenha um papel importante a nivel da nutrigio e da
imunidade. E responsavel pela metabolizacio de alguns dos nutrientes oriundos da dieta que

dao suporte a barreira epitelial assegurando a sua integridade. Para além disso, promove nao

sO a maturagao do sistema imunolégico como também impede a colonizagao de bactérias
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patogénicas através da secrecao de peptideos antimicrobianos bem como pela colonizagao
competitiva, mantendo assim o equilibrio intestinal.”! Assim, a microbiota pode ser considera
uma linha de defesa do TGl em conjunto com o muco e a barreira epitelial.

A barreira epitelial é formada por enterocitos e células epiteliais especializadas como
células calciformes e células de Paneth. Esta permite a translocagao seletiva de compostos
presentes no lumen intestinal e impede a passagem de organismos patogénicos para a lamina
propria devido a existéncia das junc¢oes intercelulares como as tight junctions (T]) e as jungoes
de adesio, que diminuem a permeabilidade.”™ Para além disso, as células de Paneth libertam
peptideos antimicrobianos, como a alfa-defensina, que apds a exposi¢ao a estimulos, quer
externo (nutrientes como o acido butirico e a leucina) quer internos (metabolitos
bacterianos), vao recrutar mais células imunes de modo a eliminarem os microrganismos
patogénicos e as células danificadas.””'"'? As células calciformes sido responsaveis pela
producgao de mucina 2 (Muc2), uma glicoproteina responsavel pela formagao de uma camada
protetora de muco sobre a barreira epitelial.''’] Esta camada impede a interacio entre as
bactérias intestinais e as células epiteliais.”

A camada de muco esta dividida em duas. Uma camada externa que é pouco aderente ao
colén e que esta colonizada pelas bactérias intestinais € uma camada mais interna que é
fortemente aderente ao coldn e é estéril devido a presenca de uma maior quantidade de Muc2
e a secregao de imunoglobulina A (IgA) pelas células B. A secrecio de Muc2 e de IgA ¢é
estimulada pela microbiota intestinal.” ']

Quando o organismo esta exposto a determinados fatores externos do ambito dietético
(dieta rica em gorduras, agucar, alimentos processados, com conservantes quimicos e pobre
em fibras) e farmacoldgico (toma prolongada de antibidticos e de anti-inflamatérios nao
esteroides (AINEs)), podem ocorrer alteragoes da microbiota intestinal levando a um estado
de disbiose.P”'"

A disbiose é caracterizada por um desequilibrio entre as bactérias comensais e as
patogénicas observando-se uma diminuicao das bactérias comensais como a Faecalibacterium
prausnitziii e um aumento das patogénicas como a Escherichia coli.”'"

A F. prausnitzii € uma espécie que pertence ao filo Firmicutes e desempenha um papel
importante na manutencio de um ambiente intestinal saudavel. E responsivel pela
fermentagao das fibras da dieta em acido butirico, um acido gordo de cadeia curta que tem
um papel importante no refor¢o da barreira epitelial, impedindo assim a infiltracao de
microrganismo patogénicos. Além disso, também esta envolvido na regulagao da microbiota e

na resposta imunoloégica. Para além disso, a F. prausnitzii atua no processo anti-inflamatoério
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devido a produgao da molécula anti-inflamatoéria microbiana (MAM), uma proteina que inibe a
via do fator de transcrigao nuclear kB (NF-kB) nas células epiteliais intestinais.” '

A E. coli é uma enterobacteria que se encontra numa pequena quantidade na microbiota
comensal. Apresenta um fenotipo aderente e invasivo. Em situagoes de disbiose, o niUmero de
E. coliaumenta e como tem a capacidade de aderir as células epiteliais, estas bactérias infiltram-
se e invadem camadas mais profundas do intestino.!""

A disbiose vai provocar inimeras vulnerabilidades a nivel intestinal e sistémico. Uma delas
€ a diminuigao da secregao de Muc2 e de IgA, devido a diminuicao da microbiota comensal
que é responsavel por estimular essa secrecao. Assim, bactérias como a E. coli conseguem
atingir a camada interna do muco, ultrapassando a barreira epitelial .”’A outra é a diminuigio
da populacao de F. prausnitzii provocando alteragoes estruturais da barreira epitelial com
consequente aumento da permeabilidade . Com a invasdo da camada interna de muco e com
o aumento da permeabilidade, as bactérias conseguem com facilidade atingir a lamina propria,
desencadeando uma resposta imuno-inflamatéria por parte do hospedeiro . Esta ativagio
inicia-se com o reconhecimento dos antigénios destas bactérias através dos receptores Toll-
like presentes nas células epiteliais intestinais e nas células de imunidade inata, como os
macroéfagos e as células dendriticas. As células dendriticas internalizam o antigénio, processam-
no e apresentam-no de seguida as células T CD4+, ativando-as. A ativagao das células TCD4+
permite que estas se diferenciem em 4 tipos de células. As células T helper | (Thl), as T helper
2 (Th2), as T helper 17 (Th17) e as células T reguladoras (Treg).’! As células Treg libertam
citocinas anti-inflamatoérias (IL-10 e TGF-f) e desempenham um papel importante na regulagao
da homeostase da mucosa intestinal, suprimindo respostas imunitarias anomalas contra a
microbiota. Na DI verifica-se uma diminuigao da atividade anti-inflamatoria das células Treg
contribuido para o surgimento de respostas imuno-inflamatérias aberrantes.!'” As células Th1,
Th2 e Thl7 libertam citocinas pré-inflamatérias.!'™ As células Thl libertam IFN-y que induz a
apoptose dos enterocitos e estimula a libertagao de TNF-a por parte dos macroéfagos. O TNF-
a, por sua vez, promove a diferenciagao de células do estroma em miofibroblastos que vao
produzir metaloproteinases (MMPs) responsaveis pela degradacao da matriz extracelular e da
membrana basal, induzindo a morte celular programada dos enterécitos.!'” As células Th2
libertam IL-13, uma citocina que atua nas células epiteliais intestinais induzindo a sua
diferenciagao em fibroblastos e miofibroblastos e provocando a sua apoptose.!'” As células
Thi7 libertam a citocina IL-17A que esta envolvida no recrutamento de neutréfilos para o
local de inflamagao e induz a libertagao de outras citocinas pro-inflamatorias pelos macroéfagos,

com consequente morte de varios enterocitos e aumento da permeabilidade intestinal.['’]
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Quando o meio intestinal se encontra inflamado, os macrofagos e fibroblastos aumentam
a expressao do NF-kB. O NF-kB é responsavel pela produgao e secregao de mais citocinas
pro-inflamatérias que provocam mais lesdes na mucosa e estimulam ainda mais a ativagao e
diferenciagao de células imunes na lamina proépria fazendo com que o estado inflamatorio se
perpetue.'® Além disso, existe uma relagdo entre a ativagio do NF-kB e o aumento da
expressao da molécula de adesao intercelular-l (ICAM-1) que ¢é responsavel pelo
recrutamento de varias células imunes para o local da inflamagdo.® ' Para além disso, os
macrofagos e outras células fagociticas também libertam grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (ROS).! As ROS sio formadas devido a presenca de uma enzima, a
NADPH oxidase, que reduz o oxigénio molecular formando radical superoxido e outros
radicais livres, quando as células fagociticas entram em contacto com microrganismos
estranhos. Estas ROS tém uma agao bactericida essencial para eliminar os microrganismos
fagocitados pelos macroéfagos através de um mecanismo designado burst oxidativo. Para além
disso, as ROS regulam a producgao de citocinas nos macrofagos através da ativagao da via NF-
kB levando a libertagio de TNF-a por parte dos macréfagos.!'! Apesar das ROS
desempenharem um papel importante na resposta imunologica, em situagoes de excesso de
produgao, a sinalizagao redox € interrompida e desenvolve-se um estado de stress oxidativo.
Neste estado as células imunes libertam elevadas quantidade de ROS que vao provocar a
peroxidagao lipidica das membranas celulares levando ao aumento da permeabilidade celular
ou podendo mesmo provocar a sua lise. Este processo vai alterar a estrutura da barreira
epitelial tornando-a mais permeavel permitindo a migragao de bactérias do colon para a
submucosa.!'®

A juntar a estes fatores, € de acrescentar a influéncia genética no desenvolvimento da DII.
Existem individuos que apresentam alteragoes em alguns genes tornando-os suscetiveis a
doenca.l''l. Até hoje ja foram identificados 163 loci de suscetibilidade na DIl sendo que 30 sao
especificos da DC, 23 da CU e |10 estao presentes em ambas as doengas. Mutages nestes
genes influenciam a estabilidade da barreira epitelial como também a resposta imune
intestinal.” ''! De entre os 163 loci de genes, sao de destacar o NOD2, ATGI6L, PTGER4 e
o NCF4.

O gene NOD?2 parece estar envolvido no processo inflamatorio uma vez que mutagoes
neste gene estao associadas a uma diminuigao da libertagao de alfa-defensinas pelas células de
Paneth e diminuigao da expressiao de NF-kB por parte das células epiteliais.!' ' Por conseguinte,
as células epiteliais produzem e libertem menos agentes antimicrobianos que sao importantes

para a eliminagio de microrganismos existentes na mucosa intestinal.l'” Além disso, mutagdes
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no gene NOD2 podem promover uma resposta exagerada das vias de sinalizagao dependentes
dos recetores Toll-like, ocorrendo uma ativacio excessiva de células Thl, Th2 e Th17.l"

Por outro lado, o gene NOD2 mas também o ATGI6LI| sao responsaveis pela indugao
da autofagia.'! A autofagia é um mecanismo que permite manter a homeostase celular. E
responsavel pela degradagao e reciclagem de organelos e é importante na defesa do organismo
removendo microrganismos intracelulares. Mutagoes naqueles dois genes vao impedir que os
processos de autofagia decorram normalmente, comprometendo assim a homeostase celular
e promovendo a génese de eventos inflamatérios.!'"]

O gene NCF4 desempenha um papel importante na fungao das células fagociticas. Este
gene codifica uma proteina, p40phox, que corresponde a uma das subunidades da NADPH
oxidase.'"?Mutagdes neste gene vio comprometer a formagio de ROS que desempenham um
papel importante na eliminagao de microrganismo fagocitados. Com a diminui¢cao de ROS, os
microrganismos fagocitados nao serao eliminados levando ao aumento de microrganismos
patogénicos no lumen intestinal. Se a barreira epitelial estiver comprometida, estes
microrganismos conseguem infiltrar-se e ativam células imunitarias ocorrendo um aumento
do estado inflamatério."”

O gene PTGER4, situado no loci 5p13.1, é responsavel pela expressao do recetor das
prostaglandinas EP4 nas células epiteliais do intestino. Muta¢oes do gene PTGER4 conduzem
ao aumento da expressao deste recetor a nivel da mucosa intestinal, havendo um aumento da
producao de prostaglandinas E2 que, sendo uma molécula pro-inflamatoria, vai causar danos
celulares e alterar a estrutura da barreira epitelial tornando-a mais permeavel e, assim,

favorecendo o aparecimento da DI >
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Figura 3: Resposta imunolégica da mucosa intestinal a microbiota e a dieta. A. Na situagcao de coldn
saudavel. B. Na situacio de coldn inflamado. G, célula calciforme; L, linfocito; P, célula de Paneth; E, enterocito;
PP, Peyer’s; IgA imunoglobulina A; DC, célula dendritica; Tn, células T naive; M®, macréfago; MLN, Linfonodo
mesentérico; NK, Natural Killer. Retirado de [7].

3.1. Tratamento

A DIl permanece até hoje como uma doenga incuravel, muito provavelmente porque a
sua etiologia ainda nao esta bem esclarecida. Assim, o objetivo do tratamento é reduzir a
inflamagao intestinal, mitigar ou eliminar os sinais e sintomas da doenga, diminuir o numero
de recorréncias e aumentar o periodo de remissao. Desta forma, pretende-se evitar
complicagoes, hospitalizacoes e cirurgias, evitar a progressao da doenca e diminuir as
interferéncias que esta tem no quotidiano do doente e na sua qualidade de vida.!"

O arsenal terapéutico atualmente aprovado inclui moléculas de pequeno peso molecular
e moléculas biolégicas.”! As moléculas de pequeno peso molecular sio estaveis, tém um custo
de produgao baixo comparativamente as moléculas biologicas e sao administradas por via oral,
o que aumenta a adesio ao tratamento.”! Fazem parte deste grupo terapéutico os
aminosalicilatos, como a messalazina, que inibe a migracao de macroéfagos intestinais parando
a inflamacio ativa no intestino. E Gtil no tratamento de surtos como também na manutencio
da remissio.’! Além disso, os corticosteroides, como a budesonida, suprimem a resposta
inflamatoria através da estimulagao da lipocortina que vai inibir a fosfolipase A2 impedindo a
formacio de acido araquidénico interrompendo a formagio de prostaglandinas.?! Alivia os
sintomas de uma forma rapida, mas nao intervém na manutengao da remissio.['! Ainda neste
grupo, sao de referir os imunomodeladores, como por exemplo a azatioprina, que inibe nao
so a proliferagao de linfocitos mas também desempenha um papel na indugao da apoptose dos

linfécitos. !
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As moléculas bioldgicas sao mais complexas, mais imunogénicas e tém um custo de
produgao mais elevado. Sao um tratamento opcional quando o tratamento com as moléculas
de pequeno peso molecular nao resulta. Este grupo de moléculas é formado por citocinas
recombinantes, anticorpos monoclonais e antagonistas especificos de citocinas.”! Como
exemplos sao de referir o infliximab e o adalimumab, anticorpos monoclonais do TNF-a que
impedem a ligagao ao recetor, inibindo a resposta inflamatéria. Por outro lado, o vedolizumab
liga-se a integrina a4P7, expressa a superficie das células endoteliais intestinais, impedindo a
migracio de leucécitos para o intestino.?!

Para além destas moléculas, existem estratégias terapéuticas complementares que incluem
antibiéticos, probiéticos, dietas especificas e transplante fecal.”

A monitorizacao da doencga e a adesao ao tratamento ajudam a melhorar a qualidade de
vida do doente.’’! De contrario, e muitas vezes apesar disso, a doenca pode progredir levando
ao aparecimento de algumas complicagbes como hemorragias, perfuragoes intestinais,

abcessos, estenoses, obstrugoes, fistulas e lesdes perianais muitas das quais requerem

tratamento hospitalar e eventualmente cirdrgico.["”!

4. Oxido Nitrico

O 'NO € um radical livre gasoso, com caracteristicas lipofilicas, capaz de atravessar as
membranas biologicas, com uma reatividade limitada e um tempo semivida curto devido a

afinidade que tem com a hemoglobina, que o converte rapidamente em nitrato e nitrito.”*

E uma molécula de sinalizagio que intervém de forma seletiva e especifica em varias vias
de sinalizagao celular. A sua via de sinalizagao cardinal compreende a ativagao da guanilato
ciclase (sGC) formando guanosina monofosfato ciclico (GMPc). Esta via é possivel devido a
interagio do ‘NO tem com o ferro do grupo heme da proteina.

Estao descritas duas vias de sintese do ‘NO: a via da L-arginina (enzimatica) e a via nitrato-

nitrito-'NO (nio enzimética).’

4.1.Via L-arginina-6xido nitrico

O 'NO tem como precursor a L-arginina. A L-arginina € um aminoacido importante para
a sintese de proteinas e é produzido pelo epitélio do intestino, figado e rim.[ Para a conversao
da L-arginina em 'NO ¢é necessaria uma das isoformas da enzima oxido nitrico sintase (NOS),
2 co-substratos (oxigénio e o NADPH) e 3 cofatores (tetra-hidrobiopterina (BH4), o
dinucleétido de flavina-adenina (FAD) e mononucleétido flavina (FMN)).**! Existem 3

isoformas de NOS: NOS endotelial (eNOS), a NOS neuronal (nNOS) e NOS indutiva (iNOS).
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Estas enzimas sao constituidas por dois monomeros, sendo que cada um contém um dominio
redutase, no qual se liga o FMN, o FAD e o NADPH, e um dominio oxigenase, onde se
encontra ligado o grupo heme e onde se liga a BH4. A fusao dos dois monémeros num dimero
é essencial para que a enzima seja funcional.”” Para que ocorra a conversio da L-arginina em
"NO, é necessaria a presenca do cofator BH4 e da proteina calmodulina (CaM).*™! O cofator
BH4 transfere eletroes para o grupo heme, que sio necessérios para a ativagao do oxigénio!™!
e a CaM liga-se ao dominio redutase dos monémeros e aumenta a transferéncia de eletroes
dentro desse dominio.”¥ A ligagio da CaM a NOS é feita em ambientes diferentes devido as
isoformas apresentarem dominios de ligagao diferentes. Nas eNOS e nNOS a ligagcao depende
das concentragoes de cilcio (sendo que s6 ocorre quando estas sao elevadas), enquanto que
na iINOS ¢ independente da concentragao de calcio e a ligagao pode inclusivamente ser feita
na auséncia deste.” Quando existe quantidade suficiente de L-arginina e de oxigénio, os
monoémeros da NOS transferem eletroes do NADPH através das flavinas FAD e FMN do
dominio da redutase do terminal carboxil para o heme do dominio oxigenase do terminal
amina, ocorrendo a reducao do oxigénio em superoxido e oxidagao da L-arginina em duas
etapas: uma em que a L-arginina é oxidada em nitroarginina e outra em que a nitroarginina

é oxidada a ‘NO e L-citrulina.**

A

i
Monamero 1 Cl:-l c'y; MONCMEro 2 B = ‘W.‘f ﬁ
S 2 « ] e (Y|

Figura 4: A: Estrutura e mecanismo catalitico da enzima NOS. B: Reagoes redox envolvidas na via
enzimatica da sintese de ‘NO a partir de L-arginina. Retirado de [24].

As isoformas de NOS apresentam diferengas entre si no local onde sao expressas e nas
fungoes que desempenham.

A nNOS é expressa nos neuroénios e é responsavel pela plasticidade sinaptica do sistema
nervoso central, pelo relaxamento do musculo liso e consequente vasodilatagao a nivel do
corpo cavernoso, induzindo a eregao peniana. A iINOS é expressa nos macrofagos e

neutrofilos e esta envolvida na fisiopatologia de doencas inflamatérias e choque séptico. A
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eNOS encontra-se nas células endoteliais e esta envolvida no mecanismo de vasodilatagao,

controla a pressio arterial e tem efeitos vasoprotetores e anti-ateroscleroticos."

4.2.Via Nitrato-Nitrito-Oxido nitrico

Na década de 1990, descobriu-se que o ‘NO nao é apenas sintetizado pela via das NOS
mas que existe uma outra via que envolve a redugio de nitrato e de nitrito.””] Existem
alimentos, como os vegetais de folha verde, que sao ricos em nitrato. Apés o consumo destes
alimentos, o nitrato é absorvido no intestino e passa para a circulagao sistémica misturando-
se com o nitrato proveniente da oxidagao do ‘NO sintetizado pela via da L-arginina. Cerca de
25% deste nitrato ¢ transportado para as glandulas salivares sendo secretado na cavidade oral.
Este trajeto do nitrato corresponde a circulagio enterosalivar. Na cavidade oral existem
bactérias anaerdbias facultativas que expressam enzimas redutase de nitrato. Estas enzimas
reduzem o nitrato a nitrito ao mesmo tempo que produzem ATP, essencial para respiragao
bacteriana em situagoes de baixa pressao de oxigénio. O nitrito formado mistura-se com a
saliva e é deglutido, chegando ao estémago onde, devido ao pH acido, é protonado a HNO,
que se decompoe espontaneamente em '‘NO. Esta reacao de redugao é potenciada na
presenca de agentes redutores como o acido ascérbico e polifendis da dieta.”* 2?1

Para além do estomago, o nitrito pode ser reduzido em ‘NO na circulagao sistémica e

71 O nitrito pode ter distintas origens, desde a dieta, a

nos tecidos em situagoes de hipoxia.
oxidagao de ‘NO formado pela NOS ou na reducao de nitrato por redutases da xantina ou
pelas bactérias existentes na cavidade oral. Este nitrito é absorvido no intestino, passando para
a corrente sanguinea onde é reduzido a ‘'NO por varias proteinas e enzimas presentes no
sangue e nos tecidos, como a xantina oxidoredutase, a desoxihemoglobina, desoximioglobina
e outras globinas, citocromo P450, proteinas mitocondriais, anidrase carbonica, aldeido
oxidase, eNOS mas também por polifendis e vitaminas E e C.>? Como j4 referido, a redugio
do nitrito é potenciada em situacdes de hipoxia e de pH baixo,” *! motivo pelo qual, do
ponto de vista fisiologico, adquire especial relevancia precisamente nestas condigoes, em que
a sintese de 'NO pelas NOS se encontra limitada uma vez que o oxigénio é necessario a

reagao enzimatica. Assim, é possivel assegurar uma producao continua de ‘NO desde que haja

um aporte de nitrato e/ou nitrito.”’]
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4.3. Efeitos fisiologicos do ‘NO

O 'NO desempenha fungoes reguladoras em varios sistemas do organismo. No sistema
nervoso regula a fungdo dos neurénios™ e funciona como um neurotransmissor no sistema
nervoso periférico, atuando como relaxante do musculo liso, nomeadamente no intestino e
no corpo carvenoso.” No sistema cardiovascular, desempenha fungdes importantes na
regulagdo da pressao arterial e na prevengao da aterosclerose. O ‘NO promove o
relaxamento do musculo liso vascular promovendo a vasodilatagao e a regulagao da pressao
arterial e inibe a adesao e agregagao quer plaquetar, quer de leucocitos a parede vascular, bem
como a expressio de genes que codificam proteinas envolvidas na aterogénese.”* * No TGl,
o 'NO induz a produgao de muco, através da estimulagao da sGC nas células epiteliais e o
aumento do fluxo sanguineo que é importante para a formagao de uma camada protetora de
muco que impede os microrganismos da microbiota de atingir as células epiteliais.”””

Existe também a hipotese de o 'NO modular a microbiota intestinal, auxiliando o regresso

ao equilibrio bacteriano depois de um estado de disbiose™

a0 mesmo tempo que tem um
efeito cicatrizante da mucosa através do aumento do fluxo sanguineo, do aumento da
deposicao de colagénio por parte dos fibroblastos e da estimulagao da proliferacao de células
epiteliais.?® »’]

Relativamente ao sistema imune, o ‘'NO desempenha um papel fisioldgico e fisiopatolégico
dependendo da via de sintese e da quantidade presente. O ‘NO resultante da a¢ao da iNOS,
promove a ativagao de cascatas de sinalizagao associadas a inflamagao tecidular que, apesar de
permitirem a eliminagdo de microrganismos patogénicos e células tumorais, quando se
encontra em quantidades elevadas causa danos nas células saudaveis.” O ‘NO sintetizado a
partir da eNOS, da nNOS e da reducao de nitrato e nitrito diminui a expressao de leucocitos,
de plaquetas e de moléculas de adesio (ICAM-I| e a p-selectina) como também diminui a
producao e libertagao de citocinas pro-inflamatorias. Estas agoes inibem a adesao de leucocitos
a mucosa, impedindo a migragao de células imunes dos vasos sanguineos para a lamina propria

do intestino e diminuindo a ativacdao de macroéfagos e a produgao de citocinas pelas células

Thl, evitado que se crie um ambiente inflamatério local.l'* !

5. Acdao do ‘NO na Doenca Inflamatéria Intestinal

Comparando os efeitos fisiologicos do ‘NO no sistema Gl e a fisiopatologia da DI,
verifica-se que o 'NO obtido a partir do nitrato da dieta podera ser usado como uma nova
forma de prevengao do aparecimento de lesoes inflamatorias intestinais, aumentando o tempo

de remissao ou, em alternativa, no tratamento da inflamagao ajudando no restabelecimento
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da barreira epitelial. Em anos recentes, foram realizados varios estudos para testar esta
hipotese. De seguida serao mencionados alguns desses estudos com o objetivo de verificar se

o uso do ‘NO nesta situagao podera trazer ou nao beneficios no controlo e tratamento da

Dill.

6. Estudo n.° | ']

Objetivos
) investigar os efeitos da suplementagdo de nitrato e nitrito na prevengao e no
tratamento da DIl usando um modelo experimental de colite. 2) Determinar o papel

desempenhado pelo nitrito na integridade da mucosa do coldn e na cicatrizagao tecidular.

Protocolo
Foi induzida colite em murganhos através da administragao de 2 e 2,5% de sulfato de
dextrano de sédio (DSS) na agua, durante 7 dias.
Foram realizados trés desenhos experimentais.
No primeiro foi avaliado o potencial efeito preventivo do nitrato e do nitrito. Foram
formados quatro grupos:
e Grupo |: Controlo - agua.
e  Grupo 2: DSS - adicao de 2% de DSS na agua durante 7 dias.
e  Grupo 3: DSS + nitrito - adicao de 2% DSS + | mM nitrito na dgua durante 7 dias.
e Grupo 4: DSS + nitrato - adigao de 2% DSS + 10 mM nitrato na agua durante 7 dias.
As concentragoes de nitrito e nitrato usadas representam a dose apods a ingestao de
vegetais de folhas verdes nos humanos, diminuindo as diferengas farmacocinéticas entre os

murganhos e o homem.

No segundo, foi avaliado o potencial efeito terapéutico do nitrito. Foram formados trés
grupos:
e Grupo |: Controlo - agua
e  Grupo 2: DSS - adicao de 2,5% de DSS na agua durante 7 dias.
e Grupo 3: DSS + nitrito - adicao de 2,5% DSS na 4agua do dia | ao dia 3 e adigao de
2,5% DSS + | mM nitrito na agua do dia 4 ao dia 7.
A adicao de nitrito sé foi iniciada apds a observagao de sinais de doenga (diarreia e

sangramento retal) que neste estudo ocorreram a partir do dia 3.

49



No terceiro, foi avaliado o potencial cicatrizante do nitrito. Foram utilizadas linhas
celulares de colonécitos humanos SW480. Apos cultivo e obtengao de confluéncia, foi feita
uma incisdao reta na monocamada utilizando a ponta de uma pipeta estéril. De seguida
adicionou-se | mM de nitrito. A monitorizagao da cicatrizacao da ferida foi feita durante 24
horas.

De modo a demonstrar se o papel cicatrizante se devia ao nitrito ou ao ‘NO, num segundo

grupo foi adicionando um scavenger do "'NO (cPTIO) uma hora antes da adigao de nitrito.

Durante os 7 dias do estudo, os murganhos foram pesados diariamente e foi feito o
controlo da existéncia de diarreia, sangue oculto nas fezes e sangramento retal. Foi também
calculado o indice da atividade da doencga (DAI). Este indice permite avaliar o grau e a extensao
da inflamagao intestinal tendo por base um sistema de pontuagao, que varia entre 0 e 4, e que
corresponde a soma das pontuagoes relativas a perda de peso, a consisténcia das fezes e a
presenca de sangue oculto nas fezes ou sangramento retal (Anexo ).

No final dos 7 dias foi feita a medi¢ao do comprimento do colon e da espessura da camada
de muco interna, foram avaliados os niveis de iINOS, de NF-kB e de MUC2 e quantificado o

numero de células caliciformes.

Resultado

Tabela 2: Resultados do estudo

Desenho experimental | Desenho experimental 2

- Redugio do comprimento do colén;
- Aumento da pontuagao DAI;
- Aumento da expressao de iNOS;

- Redugao de 30% do comprimento do ~ . L )
- Presenca de lesdes histopatologicas como atrofia

colén em relagao ao grupo controlo; . : . . ~
DSS §a0 20 grup ~ | das criptas, influxo de células imunes e ulceragao da

- Aumentou significativo da pontuagao S

DAI superficie epitelial;

- Redugao da camada de muco interna;
- Diminuicao do numero de células caliciformes;
- Aumento da expressao de Muc2.

- Redugao da pontuagao DAI;

DSS + | - Comprimento do colon inalterado apos
adicao de DSS em relacao ao controlo;

- Diminuigao da expressao de iNOS e da
subunidade p65 de NF-kB no colén.

Nitrato

- Redugao do encurtamento do colon;

- Redugao da pontuagio de DAl em 60 % em relagao
ao grupo DSS;

- Diminuigao da expressao de iNOS;

+ - a % ~ ~ .
DSS Pontuagdo de DAI 70% menor do quea | Reducio das leses histopatolgicas;

do grupo DSS;

Nitrito - . - Mantida espessura do muco encontrada nos
- Redugao do encurtamento do colon.
controlos;
- Numero de células caliciformes idénticas ao do
controlo;

- Diminuigao da expressao de Muc2;
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Nao foram observadas diferengas no consumo de agua entre os grupos.

Avaliagao do potencial papel cicatrizante do nitrito:

Grupo | (apenas de nitrito): Aumento da cicatrizagao das células com nitrito em 24 horas
apos a incisao comparativamente as células em que nao foi adicionado nitrito.

Grupo 2 (Nitrito + cPTIO): diminuigao do efeito de cicatrizagao.

Grupo 3 (apenas cPTIO): nao se verificou nenhum efeito na cicatrizagao das lesoes.

Conclusao

Com os resultados obtidos deste estudo podemos observar que o nitrito apresenta um
potencial efeito preventivo e terapéutico na inflamagao do colon preservando a camada interna
do muco, diminuido a expressao de marcadores inflamatorios (iNOS) e revertendo lesoes
histopatoldgicas caracteristicas da colite. Em relagao ao nitrato, os seus resultados nao se
mostram tio vantajosos quanto os do nitrito sendo que sao necessarios mais estudos para
justificar estas diferencas.

Quanto ao efeito do nitrito no niumero de células caliciformes e na expressao de Muc2,
o seu resultado foi um pouco contraditério, no sentido de que apesar do nitrito manter o
numero de células caliciformes em relagao ao grupo DSS, onde ocorre uma diminuigao, ha
uma maior expressao de Muc2 no grupo DSS do que no grupo de DSS + nitrito. Uma possivel
explicagao para este resultado sera um mecanismo de compensagao em que com a diminuicao
do nimero de células caliciformes e a destruicao da camada de muco interna, havera uma
maior expressao de Muc2 de forma a compensar esta perda.

Outra conclusao que podemos retirar deste estudo é a de que o ‘NO podera ser um
cicatrizante, na medida em que sem a adigao de cPTIO houve um aumento na capacidade de
cicatrizagao das células, mas na sua presen¢a esta capacidade diminui, indicando que

provavelmente o nitrito nao é diretamente responsavel por este efeito, mas sim o ‘NO.

7. Estudo n.° 2 B2

Objetivo
Determinar os efeitos que a suplementagao de nitrato e nitrito tém no recrutamento de

leucécitos na inflamagao microvascular e na lesao intestinal provocada por AINEs.
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Protocolo

|° experiéncia - avaliagao do efeito do nitrito no recrutamento de leucocitos através da
medicao do nimero de leucdcitos residentes na mucosa e recrutados da circulagao.

Foi induzido o recrutamento de leucocitos no musculo cremaster dos murganhos com a
adicao endovenosa da quimiocina MIP-2. Apos a indugao, estes murganhos foram divididos em
dois grupos: controlo (sem adigao de nitrito) e nitrito (adigao de MIP-2 + |.3 mg/Kg de nitrito

por V).

2° experiéncia - avaliagao do efeito do nitrito na expressao de ICAM-I|

Foi induzido em células endoteliais microvasculares da derme humana, a expressao de
ICAM-1 através da adigcao de 10 ng/mL de TNF-a por 24 horas. Estas células foram de seguida
divididas em dois grupos: grupo controlo (sem adigao de nitrito) e grupo nitrito (adigao de

trés concentragoes diferentes de nitrito - I, 10 e 100 uM).

3° experiéncia - avaliagao do efeito do nitrato no recrutamento de leucécitos através da
medicao do nimero de leucécitos

Mais uma vez, foi induzido o recrutamento de leucocitos em murganhos através da adigao
endovenosa da quimiocina MIP-2 no musculo cremaster.

Apos a indugao, estes murganhos foram divididos em dois grupos: controlo (sem adigao

de nitrato) e nitrato (adi¢cao de 0,85 g/L de nitrato em agua por 7 dias).

4° experiéncia - avaliagao do efeito do nitrato na infiltragao tecidular de leucocitos através
da medicao da atividade da mieloperoxidase (MPO: peroxidade derivada de leucocitos
responsavel pela formagao de ROS).

Foi induzida a infiltragao tecidular de neutrdéfilos em murganhos através da adigao de 60
mg/kg de diclofenac. Estes murganhos foram posteriormente divididos em dois grupos sendo
que num deles, 7 dias antes do tratamento com diclofenac, foi administrado nitrato (0,85 g/L)
na agua, por 7 dias. No outro grupo nao foi adicionado nada. Finalmente, no terceiro grupo,
nao foi adicionado nem diclofenac nem nitrato (controlo). Depois do tratamento (17-19

horas) com diclofenac foram medidos os niveis de MPO.
5° experiéncia - avaliagao do efeito do nitrato na regulagao de P-selectina

A P-selectina foi usada neste estudo como marcador de inflamagao e da ativagao indireta

de leucécitos. Foram formados quatro grupos de murganhos:
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Grupo |: Controlo - agua do bebedouro.

Grupo 2: Nitrato - foram administrados 0,85 g/L de nitrato em agua por 7dias.

Grupo 3: Diclofenac - foi induzida a inflamagao intestinal em murganhos através da adigao
de 30 mg/kg de um AINE (diclofenac).

Grupo 4: Diclofenac + Nitrato - foram administrados 0,85 g/L de nitrato através da agua
por 7 dias. Apos os 7 dias foi induzida a inflamagao intestinal em murganhos através da adigao
de 30 mg/kg de um AINE (diclofenac).

Paralelamente a este desenho foi feito outro igual sendo que a Unica diferenca foi a adigao
anti-séptico bucal duas vezes por dia durante uma semana. Este desenho foi realizado com o
intuito de estudar a importancia da microbiota oral na bioativagao do nitrato. Dezassete a 19

horas depois do tratamento com diclofenac foram medidos os niveis de P-selectina.

Resultado
|° experiéncia: o grupo nitrito apresentou uma reducao de 50 — 70% em relagao ao grupo

controlo, no numero de leucécitos recrutados e presentes na mucosa.

2° experiéncia: verificou-se uma diminuicao da expressao de ICAM-| no grupo em que
foi adicionado nitrito. Esta diminuicao é dependente da dose de nitrito sendo que quanto

maior a dose de nitrito adicionado menor é a expressao de ICAM-1.

3° experiéncia: Ocorreu uma diminuigao de 70% no grupo nitrato em relagao ao grupo
controlo no nimero de células recrutadas. O numero de células ativadas e presentes no

musculo cremaster foi idéntico em ambos os grupos.

4° experiéncia: O diclofenac levou a um aumento dos niveis de MPO (3 pg/g),
demonstrando um aumento da infiltracao de leucocitos a nivel intestinal. Com o pré-

tratamento com nitrato, os niveis de MPO foram mais baixos (0.6 ug/g).

5° experiéncia: No primeiro desenho experimental, observou-se um aumento dos niveis
de P-selectina a nivel intestinal provocadas pelo diclofenac (8 ng anticorpo de P-selectina/g
tecido). Na presenga de nitrato, houve uma reducao grande nos niveis de P-selectina sendo
inferiores aos niveis do controlo (| ng anticorpo de P-selectina/g tecido vs |,5 ng anticorpo

de P-selectina/g tecido).
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Com a utilizagao do anti-séptico oral, o efeito do nitrato foi diminuido, pois a diminuigao
dos niveis de P-selectiva foi menor a que se verificou sem o anti-septico bucal (3 ng anticorpo

de P-selectina/g tecido).

Conclusao

Com este estudo foi possivel concluir, que a suplementagao de nitrato apresenta um
efeito anti-inflamatorio. Isto porque, na presenca de nitrato e nitrito, verificou-se a diminui¢ao
do nUimero de leucocitos ativos e recrutados, uma redugao da expressao de ICAM-I nas
células endoteliais e dos niveis de MPO e P-selectina no intestino ap6s a indugao de inflamagao.

Para além disso foi demonstrado que as bactérias da cavidade oral sao necessarias para a

redugao do nitrato e que o nitrito é um intermediario importante neste processo.

8. Estudo n.° 3 B%

Objetivo
Verificar se o nitrato inorganico desempenha algum papel protetor na colite e na

regulacao da microbiota intestinal

Protocolo
Foi induzida colite experimental em murganhos com a administragao de 3% de DSS através
de dgua durante 5 dias. 5 dias antes da administracao de DSS foi administrado 2 mM de nitrato
por via oral, dissolvido na agua.
Foram formados quatro grupos:
e Grupo |: Controlo - adigao de NaCl na agua.
e  Grupo 2: DSS - adicao de 3% de DSS na agua do dia 6 ao dia | I.
e Grupo 3: DSS + NaCl - adicao de NaCl na agua do dia | ao dia 5 e adigao de 3%
DSS + NaCl na agua do dia 6 ao dia | |
e Grupo 4: DSS + Nitrato - adigao de 2 mM de nitrato na agua do dia | ao dia 5 e
adigao de 3% DSS + 2 mM de nitrato na agua do dia 6 ao dia ||
Durante todo o periodo experimental os animais foram pesados e as suas fezes foram
analisadas tendo em conta a sua consisténcia e a presenga de sangue. Com base nestes dados
foi calculado o DAI no periodo de tempo em que foi administrado o DSS.
No dia || procedeu-se a medigao do comprimento do colon, a contagem de leucocitos
e linfocitos, a percentagem de células Th em circulagao, a avaliagao da taxa de apoptose das

células epiteliais do colon através da expressao da caspase 3 (molécula associada a indugao da
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apoptose celular) e a avaliagao do grau de infiltragao de células inflamatérias tendo em conta

os niveis de IL-17.

Foram também colhidas amostras de fezes para avaliar o perfil da microbiota intestinal.

Resultado

e Protecao da Colite

Tabela 3: Resultados do estudo

Controlo

DSS

DSS + NaCl

DSS + Nitrato

Sélidas e sem

Liquidas e com

Liquidas e com

e linfocitos

Fezes Solidas e sem sangue
sangue sangue sangue
Peso corporal Normal Diminuicao Diminuicao Manteve-se
DAI Baixo Elevado Elevado Baixo
. Recuperagao do
Comprimento Houve um Houve um P .
R Normal comprimento
do Colon encurtamento encurtamento .
perdido
Sintomas Nenhum Hiperemia e edema | Hiperemia e edema | Alivio dos sintomas
N° de leucécitos .
Normal Aumento Aumento Diminuicao

Localizacdo dos

Camada mucosa

Infiltragdo na

Infiltragdo na

Camada mucosa

linfocitos camada submucosa | camada submucosa
% de células 9,6% das 6,5% das células T 6,8% das células T 8,8% das células T
Tregs células T CD4 + CD4+ CD4+ CD4+
% de células Thi 1,7% das 4,9% de todas as 4,4% de todas as 1,9% das
células TCD4* células T CD4 + células T CD4 + células TCD4 *
o . 3,7% das 1,8% das 2,4% das células T 3,4% das
%decelulas Th2 | s TCD4* | células T CD4* CD4 * células T CD4 *
% de células 2,7% das 4,6% das 3,8% das 2,9% das

Thi7 células TCD4 * células T CD4 * células T CD4 * células TCD4 *
E daod
xpressao de Normal Aumentou Aumentou Diminui
caspase 3
Niveis de IL-17 Normal Aumentou Aumentou Diminui

e Regulagao da microbiota

Analisando a Figura 5, podemos observar uma variagao de géneros entre os quatro

grupos.

Considerando o grupo controlo, como representativo da microbiota intestinal dos

murganhos com auséncia de doenca, na presenca de DSS ha uma diminuicao de espécies

comensais e o aparecimento de géneros que podem ser considerados patogénicos que

eventualmente poderao atuar como gatilhos da inflamagao. Com a adigao de nitrato, ainda é

visivel uma grande diversidade de géneros em relagao ao controlo, sendo que ocorre o
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aumento da percentagem de alguns géneros como Lactobacillus e a Bacteroidetes e a diminuigao
de outros como o género Helicobacter e Parabacteroides em relagao aos grupos com DSS.

100 -

80 4
£
g w |
2
®
2 40 4
20 -
0 -

Normal DSS DSS + NaNO, DSS + NaCl
mg__Bacteroidales_S24-7_group-unidentified m g__Odoribacter og__Parabacteroldes
mg__Bacteroides mg__Lachnospiraceae_NK4A136_group mg__Parasutterella
mg__Alloprevotelia og__Alistipes mg__Thalassospira
mg__Ruminococcaceae_UCG-014 @ g__Allobaculum mg_ Helicobacter
o g__Akkermansia @ g__Prevotellaceae_UCG-001 mg_ Other
mg__Lactococcus @ g__Turicibacter

Figura 5: % relativa de géneros bacterianos constituintes da microbiota nos diferentes grupos de estudo.

Conclusao

Os resultados obtidos permitem concluir que o nitrato obtido através da dieta melhora
a colite experimental induzida por DSS.

A adicao de nitrato nao s6 tendeu a normalizar o comprimento do colon e do peso
corporal dos murganhos como também melhorou alguns sinais clinicos de doenga como
presenca de fezes liquidas e com sangue, com consequente diminui¢ao do DAL

A nivel da resposta inflamatoria, no grupo de DSS + nitrato, ocorreu a diminuicao de
células Thl e Th17 e da IL-17 e o aumento das células Th2 e Treg. Para além disso, o nivel de
caspase 3 diminuiu, o que indica que o nitrato apresenta efeitos anti-inflamatoérios e anti-
apoptoticos.

Em relacao a microbiota intestinal, a toma de DSS levou ao aumento da diversidade de
géneros em relagao ao controlo, ocorrendo a diminui¢ao de alguns géneros importantes para
a homeostase como os Lactobacillus e os Bacteroidetes, e o aumento de espécies patogénicas
como a Helicobacter e o Parabacteroides. O nitrato permitiu reverter estas alteragdes, no
entanto, nao houve a retoma da microbiota existente no controlo, ainda havendo a presenca

de uma grande diversidade de géneros alguns deles patogénicos.
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9. Estudo n.° 4 *3]

Objetivo

Descobrir o possivel papel terapéutico que a suplementagao de nitrito pode ter na DIl

usando um modelo experimental de colite

Protocolo

Foi induzida colite experimental em murganhos com a administragao de 2,5 a 3% de DSS

através da suplementagao na agua durante 7 dias.

Os murganhos foram divididos em quatro grupos:

e Grupo |: Controlo - agua.

e Grupo 2: DSS - adigao de 2,5% de DSS em agua durante 7 dias.

e  Grupo 3: Nitrito - adicao de 25 mM nitrito em agua durante 7 dias.

e  Grupo 4: DSS + nitrito - adicao de 25 mM nitrito em 4gua no dia -1 e adigao de 3%

DSS + 25 mM nitrito em agua durante 7 dias.

Durante todo o periodo experimental os animais foram pesados e as suas fezes foram

analisadas tendo em conta a sua consisténcia e a presenca de sangue e com base nestes dados

foi calculado o DAI. Ao sétimo dia, foi medido o comprimento do cdlon, o hematocrito, o

grau de lesao da mucosa intestinal (Anexo 2), quantificada a atividade da MPO, a concentragao

de TNF-a e a expressao da iINOS. Aos terceiro e sétimo dias foi quantificada a hemoglobina

e a meta-hemoglobina, bem como a pressao arterial sistolica e a frequéncia cardiaca, com

objetivo de determinar a existéncia de efeitos colaterais devido a utilizagado de uma

concentragao alta de nitrito relativamente a concentragao necessaria para mimetizar a

concentragao atingida apods a ingestao de vegetais no homem.

Resultado

Tabela 4: Resultados do estudo

DSS

DSS + Nitrito

- Perda de peso;

- Presenca de sangue nas fezes a partir do dia 4;

- Aumento significativo do DAI entre o dia 4 e 7;

- Redugao dos valores do hematocrito devido a perda
de sangue pelas fezes;

- Encurtamento do colon;

- No dia 7, perda de criptas intestinais por todo o coléon
e infiltragao de células inflamatérias na mucosa;

- Aumento da atividade da MPO;

- Dia 3, aumento da expressao de TNF-a.

- Dia 7, aumento da expressao TNF-a e iNOS

- Diminui¢io do DAl em comparagao com o grupo

DSS;
- Restabelecimento do comprimento do colon;

- Menor exaceragdo histolégica comparativamente

ao grupo DSS;
- Diminuigio da atividade da MPO;

- Reversio dos valores de TNF-a e iNOS para os

valores normais observados no controlo.
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A dose de nitrito usada neste estudo (25 mM), nao provocou alteragdes na pressao
arterial sistélica nem na frequéncia cardiaca. Para além disso esta dose também nao influenciou
os niveis de hemoglobina. Contudo verificou-se no sétimo dia um aumento dos niveis de meta-

hemoglobina nos grupos suplementados com nitrito.

Conclusao

Os resultados deste estudo mostraram que a suplementagao de nitrito melhora a colite
experimental, através do restabelecimento do comprimento normal do célon, na diminuigao
da expressao de MPO, de iNOS e de TNF-a e na mitigagao das alteragoes histoldgicas.

Em relagao aos possiveis efeitos adversos do nitrito, o presente estudo sugere que esta
dose nao é toxica na medida em que nao influenciou a pressao arterial sistolica nem a
frequéncia cardiaca e o aumento da meta-hemoglobina encontra-se dentro dos limites de

referéncia estipulados pelos autores.

10. Estudo n.° 5 B4

Objetivo
Saber qual o impacto do nitrato na composi¢cao da microbiota intestinal e quais os efeitos

que ocorrem na mucosa durante a disbiose provocada por antibioticos.

Protocolo
Foram formados 4 grupos de ratos Wistar
e Grupo |: Controlo - apenas agua.
e Grupo 2: Antibidtico - adicao dos antibioticos neomicina (5 mg/mL), bacitracina (5
mg/mL) e imipenem (1,25 pg/mL) na agua durante 7 dias.
e Grupo 3: Nitrato - adi¢ao de nitrato (10 mM) na agua durante 7 dias.
e Grupo 4: Antibiético + nitrato - adicao dos antibioticos neomicina (5 mg / mL),
bacitracina (5 mg/mL) e imipenem (1,25 pg/mL) + nitrato (10 mM) na agua durante

7 dias.

Os ratos foram pesados diariamente durante o periodo experimental e foram colhidas
amostras de fezes antes e depois do tratamento para avaliar o perfil da microbiota intestinal.
Apos os sete dias, os cegos dos ratos foram pesados e foi analisada a expressao de
ocludina e claudina-5, duas proteinas que fazem parte das tight junctions, bem como da iINOS

e MPO.
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Resultado

Tabela 5: Resultados do estudo

e, . Antibiético +
Controlo Antibiético Nitrato .
Nitrato
Perda de peso nos 2
Peso Aumentou cerca Aumentou cerca de prlr:\eeslg;stssla;ia:los Aumentou cerca de
Corporal de 14,9% 15,5% 8,9%
Aumentou cerca de
1,9%
Peso do Aumento em AL D|m~|nU|gao em
Cego - relacio ao controlo Idéntico ao controlo relagao ao grupo
g antibiético
R'gi; ‘i‘l‘t’::;'f:;‘fa R'gz ° ‘i‘l‘t’:::'f:::‘fa Reducio de 56 % da | Reducio de 48 %
Microbiota §o §° diversidade da da diversidade da
durante o periodo durante o periodo microbiota microbiota
experimental experimental
. Sem alteragoes ao Sem alteragoes ao
Ocludina e . , L
Claudina-5 longo do periodo longo do periodo Diminuigao Aumento
experimental experimental
iN ~ T
! M?,Soe - Pequena diminuicao Aumento Diminuicao
Conclusao

Em conclusao, este estudo sugere que o nitrato apresenta um efeito protetor a nivel
intestinal contra os antibidticos, isto porque a toma concomitante de nitrato e antibiotico
diminui a expressao de iINOS e MPO, impede a perda de peso corporal e aumenta a expressao
de proteinas T]Js.

Em relagdo a microbiota, o nitrato permite preservar uma % maior da diversidade de
microbiota em relagao ao grupo antibiético, mas a diferenga entre os dois nao é muito

significativa.

1. Estudo n.° 6 3]

Objetivo
Investigar o efeito do nitrito na formagao de ROS, mais especificamente na produgao de

radical superoxido (O,), pelas células imunes.

Protocolo
Macrofagos de murganhos e mondcitos humanos foram ativados com lipopolissacarideos
(LPS) de forma a induzir a formagao de O,". Foram utilizadas trés concentragoes de nitrito:

uma concentragao baixa 0,1 M, uma intermédia de 10 UM e uma alta, de 1000 puM.
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O desenho experimental inclui quatro grupos:
e Grupo |: Controlo - sem adi¢ao de LPS nem de nitrito.
e  Grupo 2: LPS - adigao de LPS.
e  Grupo 3: Nitrito - adicao de nitrito.

e  Grupo 4: LPS + Nitrito - adicao de LPS e nitrito.

Neste estudo foi avaliada a influéncia do nitrito na formagao de O," em macrofagos e
monocitos, na expressio de NADPH oxidase, mais especificamente a isoforma NADPH
oxidase 2 que é responsavel pela produgao de O, nos macrofagos, na expressao de iINOS e
na formagao de peroxinitrito que resulta da reagao entre o O," e o ‘NO produzido pela iNOS.
O peroxinitrito € um agente oxidante potente que causa oxidacao, nitragao e S-nitrosilacao
do DNA, proteinas e lipidos. De um modo sumarios, estas alteragdes ativam vias de morte

celular.

Resultado

Tabela 6: Resultados do estudo

LPS Nitrito LPS + Nitrito
- Diminuigao com a concentragio
. Sem alteragoes . .
02" em . intermédia
, Aumento independentemente da ~
macrofagos ~ Sem alteragdes com restantes
concentragio -
concentragoes
NADPH oxidase Aumento Sem alteragdes Aumentou
iNOS e ~ R
. .. Aumento Sem alteragdes Diminuicao
peroxinitrito
02" em A
L . Aumento - Valores idénticos ao controlo
monocitos

Para verificar se a reducao da producao de O," é dependente ou nio do "‘NO, foi
adicionado aos quatro grupos um scavenger de ‘NO (cPTIO) e um inibidor da NOS (L-NAME).

A adicao de cPTIO e L-NAME ao grupo controlo e LPS levou a um aumento da
concentragao de O," comparativamente ao controlo e grupo LPS sem cPTIO e L-NAME.

Em relagao ao grupo LPS + nitrito, na presenca de cPTIO, o efeito do nitrito na formagao
de O, foi suprimido, ocorrendo um aumento de O," idéntico ao grupo LPS + cPTIO. Na

presenca de L-NAME, no grupo LPS + nitrito ocorreu a diminui¢ao da formagao de O,".

Conclusao
Analisando os resultados, observamos que a adi¢cao de LPS nos macrofagos e monocitos

leva ao aumento da expressaio de NADPH oxidase 2 e iNOS, ocorrendo um aumento da
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producao de O," e ‘NO que podem reagir entre si e levar a formagao de peroxinitrito. No
entanto estes efeitos sao atenuados na presenga de nitrito.

De acordo com o estudo, o nitrito nao reduziu a expressao de NADPH oxidase 2 nos
macroéfagos, mas como ocorreu a diminuicao da produgao de O,’, ha a hipotese de o nitrito
diminuir a atividade da NADPH oxidase, sendo necessarios mais estudos para comprovar esta
hipotese.

Observando os resultados obtidos no grupo tratado com nitrito, podemos verificar que
o nitrito nao afeta a produgao de O," em macrofagos inativados, o que indica que o nitrito
nao afeta a formacao fisioldgica de O,".

Por fim, este estudo sugere que esta redugao na formagao de O, nao se deve a uma agao

direta do nitrito, mas ao ‘NO resultante da reducao do nitrito.

12. Discussido e conclusao

A etiologia da DIl ainda nao esta totalmente desvendada, mas ha novas hipdteses quanto
a sua génese. A disbiose intestinal, com consequente comprometimento da integridade da
barreira epitelial, associada a uma resposta imune exagerada a microbiota, sao as ideias que
atraem mais atengao por parte da comunidade cientifica na atualidade. Estes sao os trés pontos
implicados na etiologia da DIl e nos quais se pode tentar atuar na tentativa de evitar a
progressao da doenga. Como esta doenga nao tem cura, a procura por novas moléculas que
demonstrem ter efeito no alivio deste estado inflamatorio é importante, visto que se prevé
um aumento continuo da incidéncia e prevaléncia da DIl. Uma das possiveis moléculas a ser
usada para esse fim é o 'NO.

Ja foi demonstrado que o ‘NO traz beneficios na prote¢ao do sistema cardiovascular, no
sistema nervoso e na regulagao da resposta imune. Mas com a descoberta da via nitrato-
nitrito-'NO surgiu um novo local de agao, o TGI. Assim, comegaram a surgir hipéteses do
possivel efeito que o 'NO pode ter no TGl e que este poderia ser usado no tratamento de
doengas inflamatérias como a DIl. Varios investigadores iniciaram estudos para pesquisar
possiveis beneficios do 'NO obtido a partir do nitrato da dieta no tratamento dessas doengas.

A microbiota intestinal desempenha fungoes importantes quer na manutengao da
barreira epitelial, quer na eliminagdo de microrganismo patogénicos assegurando a
homeostasia da mucosa intestinal. Quando se instala um estado de disbiose, ha um
desequilibrio na microbiota, ativando uma resposta imune aberrante, que se caracteriza por
uma diminuicao da atividade das células Treg e da libertagao de citocinas anti-inflamatorias,

deixando de haver um mecanismo de regulagao da resposta inflamatéria. Consequentemente,
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ha um aumento da atividade das células Thl, Th2 e Th17, que libertam uma grande quantidade
de citocinas proé-inflamatorias (IL-17, TNF-a) que vao estimular a libertagao de mais citocinas
por parte de outras células imunes, como os macrofagos. Como resposta Ultima e comum,
ocorre a ativagao da via de sinalizagao do NF-kB que, para além de estimular a ativagao de
células imunes, também aumenta a expressao de moléculas de adesiao, como a ICAM-1| e a P-
selectina, promovendo o recrutamento de mais células imunes para o local da inflamagao. Os
macrofagos vao também libertar ROS originando um estado de stress oxidativo. Todo este
ambiente conduz a morte celular, com eliminagao de células presentes na barreira epitelial.
Consequentemente, a barreira epitelial torna-se mais permeavel permitindo a infiltragao de
patogenos que vao estimular ainda mais o sistema imune. Além disso, o dano tecidular
compreende também a diminuigao da produgao de mucina devido a destruicao de células
caliciformes e, por conseguinte, a diminuigao da espessura da camada de muco. Finalmente, a
morte das células de Paneth, tem como resultado uma diminuigao da libertagao de moléculas
antimicrobianas, ficando comprometida a defesa contra microrganismos estranhos ao
hospedeiro.

Os seis estudos descritos neste trabalho sugerem que o ‘'NO pode modular varios dos
mecanismos mencionados e que culminam num estado inflamatorio crénico. Nos estudos 3 e
5, realizados para estudar o efeito do nitrato proveniente da dieta na regulagao da microbiota
intestinal, observou-se que na presenca de nitrato a redugao da riqueza e diversidade da
microbiota € menor relativamente aquela que ocorre na presenga de DSS. Além disso, os
autores também observaram que algumas espécies comensais (pertencentes ao filo
Bacteroidetes) que, na presenga de DSS diminuem em numero, com a adigao de nitrato
recuperam a sua populagao, ao mesmo tempo que ocorre uma diminuigao do numero de
espécies patogénicas (Helicobacter). Ou seja, apesar de o nitrato, nao repor na totalidade a
microbiota presente num estado de eubiose, ele ajuda na reposicao de algumas espécies
importantes e na eliminacao de outras que contribuem para a manutengao do estado
inflamatorio. Desta forma, o nitrato podera ter um papel importante na regulagio e
manutengao da microbiota intestinal impedindo uma estimulagao exagerada do sistema imune.

Deste trabalho de revisao também se depreende que o ‘NO pode apresentar uma agao
anti-inflamatéria. Foram verificados, nos diferentes estudos descritos, a diminuicio da
expressao de fatores de inflamagao como a iINOS e o NF-kB, a inibicao de citocinas pro-
inflamatorias (IL-17 e TNF- a), a diminuicao da ativagao de células Thl, Th2 e Thl7 e o
aumento das Treg e a diminuigao da expressao de ICAM-| e P-selectina.

Num ambiente inflamatério. como o que caracteriza a DIl, a agao do ‘NO pode ajudar na

regulacao da resposta imune porque o aumento da atividade das células Treg iria aumentar a
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produgao de citocinas anti-inflamatdrias que sao importantes para a supressao da resposta
inflamatoria. Ao mesmo tempo, o ‘NO iria baixar a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
através da diminuicao do numero de células imunes no local. No estudo | foi observado que
o 'NO exerce agao sobre as barreiras fisicas a nivel intestinal. O "NO impede a destrui¢ao das
células caliciformes, permitindo manter a produgao de mucina ou mesmo aumentar atraves,
da estimulagao da sGC nas células epiteliais. Este efeito é importante para manter a espessura
de muco e impedir a interagao de microrganismo com as células epiteliais intestinais.

Nesse mesmo estudo foi também verificado um potencial efeito cicatrizante dos tecidos
intestinais pelo ‘NO. Este efeito pode dever-se a capacidade de o ‘NO aumentar o fluxo
sanguineo no local afetado como também aumentar a proliferagao de células epiteliais e a
deposicao de colagénio por parte dos fibroblastos. Este efeito cicatrizante é importante na
doenga de DIl porque pode ajudar no restabelecimento da barreira intestinal destruida pela
acao das citocinas pro-inflamatoérias. Finalmente o ‘'NO também parece modular a produgao
de ROS. Averiguou-se que o ‘NO diminui a atividade da NADPD oxidase 2 diminuindo a
producao de ROS. As ROS induzem a peroxidagao dos lipidos das membranas celulares, o
que pode culminar na lise das células epiteliais aumentando a permeabilidade da barreira
intestinal. A diminuicao da produgao de ROS pelo ‘'NO evita esta cascata de reagoes,
permitindo manter a barreira epitelial intacta.

Em conclusao, perante os efeitos demonstrados pelo ‘NO, o nitrato da dieta podera
desempenhar uma fungao importante na remissao do estado inflamatério tipico da DIl e, por
conseguinte, ser eventualmente usado como suplemento com o objetivo de prevenir

agudizagoes da doenga.
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14. Anexos

Anexo |

Tabela 7 - Sistema de pontuacao DAI. Adaptada a [31].

Pontuacdo DAI | Perda de Peso | Consisténcia das fezes | Sangramento retal
0 Nenhum Normal Normal
| | —5%
2 5-10% Fezes soltas Sangre oculto nas fezes
3 10 —20%
4 >20% Diarreia Sangramento retal grave
Anexo 2

Tabela 8 - Sistema de pontuacao gravidade da lesao da mucosa. Adaptada a [33].

Pontuacao DAI Mucosa do célon
0 Normal
| Perda de 1/3 das criptas
2 Perda de 2/3 das criptas
3 Lamina propria formada por uma monocamada de células epiteliais.
Baixa infiltracdo de células inflamatorias
4 Erosao da monocamada e elevada infiltragao de células inflamatérias

67





